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RIASSUNTO 
 
Parole chiave: cane, emocoagulazione, intervalli di riferimento. 
Il processo dell’emocoagulazione è molto complesso e, conseguentemente, la sua indagine 
necessita di molta accuratezza. I test emocoagulativi di screening più utilizzati sono il Tempo di 
Protrombina, il Tempo di Tromboplastina Parziale Attivata e il Fibrinogeno. Lo scopo di questo 
lavoro è stato quello di mettere in luce, per i test di cui sopra, l’importanza della determinazione 
degli intervalli di riferimento in ogni laboratorio, in relazione all’utilizzo di procedure e strumenti 
diversi, e le implicazioni dell’adeguatezza di tali intervalli nelle decisioni cliniche. A questo fine, 
sono stati elaborati nuovi intervalli di riferimento  per i due laboratori del Dipartimento di Clinica 
Veterinaria attivi fino al 2009, e sono stati, quindi, comparati con gli intervalli di riferimento allora 
ed attualmente in uso. Per entrambi i laboratori in esame sono stati presi in considerazione i cani 
sottoposti ai test di interesse negli anni 2008 e 2009 e sono stati selezionati i soggetti sani 
(rispettivamente 55 e 124 cani), sulla base di criteri ben determinati. In queste due popolazioni di 
riferimento sono state studiate le distribuzioni di frequenza per ogni parametro, che risultano di tipo 
Gaussiano. Sono stati, dunque, stabiliti gli intervalli di riferimento nei due laboratori, che sono 
risultati non coincidere pienamente con quelli allora ed attualmente in uso. Infine sono stati 
confrontati i risultati del profilo coagulativo delle popolazioni, relative ai due laboratori, utilizzando 
il test di Fisher. E’ stata evidenziata una differenza statisticamente significativa solo per il Tempo di 
Protrombina (p<0,05), che è il test più sensibile e più soggetto a variazioni, tra quelli indagati. 
Il monitoraggio degli intervalli di riferimento è, quindi, parte integrante di un piano di controllo di 
qualità del laboratorio, al fine di fornire efficaci strumenti clinici. 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Key words: dog, blood coagulation, reference intervals. 
The coagulation process is very complex and, consequently, its investigation requires great care. 
Prothrombin Time, activated Partial Thromboplastin Time and Fibrinogen are the most widely 
used Coagulation screening tests. The purpose of this thesis was to highlight, for the above tests, 
the importance of determining reference intervals in each laboratory in relationship to the use of 
different procedures and instruments, and the reason of the adequacy of these intervals in clinical 
decisions. To this end, new reference intervals for the two laboratories of the Veterinary Clinic 
Department active until 2009 were developed, and then compared with those used in the past and 
currently in use. For both laboratories dogs undergoing tests of interest during 2008 and 2009 
were considered and healthy subjects (respectively 55 and 124 dogs) were selected, based on well-
defined criteria. In these two reference populations frequency distributions for each parameter 
were studied, which were Gaussian-type. The reference intervals in the two laboratories, were 
established, which were not fully overlapping with those used in the past and currently in use. The 
results of the coagulation profile of healthy populations for the two laboratories, were finally 
compared, using the Fisher exact test. Statistically significant difference was established only for 
Prothrombin Time (p <0.05), which is considered the most sensitive and subject to changes test. 
The monitoring of reference intervals is therefore a great part of a plan of laboratory quality 
control, in order to provide effective clinical tools. 
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INTRODUZIONE 
 
Nell’interpretazione dei più diversi esami di laboratorio, gli intervalli di 
riferimento risultano essere un punto chiave per distinguere, da un punto 
di vista clinico, i pazienti sani da quelli malati. Questo lavoro nasce dalla 
curiosità e dalla necessità di approfondire l’argomento, in particolar 
modo per quanto riguarda l’emocoagulazione, in relazione alle 
incongruenze che spesso sono state riscontrate nei risultati ottenuti sugli 
stessi soggetti in laboratori diversi. 
Nella prima parte di questo lavoro si è reso necessario richiamare il 
processo emostatico in tutte le sue fasi, al fine di comprendere meglio 
quali fossero le reazioni e i compartimenti coinvolti. In seguito sono stati 
descritti i test di laboratorio più importanti in questo settore, con 
particolare attenzione alle diverse metodiche e al significato clinico delle 
eventuali alterazioni. Sono state, poi, trattate le principali coagulopatie 
sia ereditarie che acquisite, con lo scopo di spiegare i difetti coinvolti 
nelle singole patologie e conseguentemente correlarli con le alterazioni 
che si riscontrano nei risultati dei relativi esami di laboratorio. 
Infine, sono stati riportati i principi e le metodiche più importanti per la 
determinazione degli intervalli di riferimento, per i controlli di qualità 
esterni ed interni ad un laboratorio. 
La parte sperimentale di questa tesi ha affrontato il confronto dei dati 
provenienti dai due laboratori del Dipartimento di Clinica Veterinaria  
della facoltà di Medicina Veterinaria dell’Università degli Studi di Pisa, 
attivi negli anni 2008 e 2009, per quanto riguarda tre prove di screening 
della coagulazione, il Tempo di Protrombina, il Tempo di 
Tromboplastina Parziale attivata e il Fibrinogeno. A questo fine, sono 
state analizzate le diversità nelle metodiche, e sono stati definiti 
 8 
intervalli di riferimento per i singoli laboratori, commentando le 
eventuali implicazioni cliniche qualora fossero scaturite differenze 
significative.  
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CAPITOLO 1 
L’EMOSTASI 
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1.1 GENERALITA’ SUL PROCESSO COAGULATIVO 
L’emostasi è un complesso meccanismo che viene messo in atto 
dall’organismo dei mammiferi, al fine di mantenere la pervietà dei vasi 
ematici, ridurre le perdite di sangue dall’endotelio danneggiato e 
facilitare la riparazione tissutale. In questo processo vengono coinvolti 
cellule, proteine, fosfolipidi, mediatori chimici e catalizzatori, che 
interagiscono tra loro dando origine ad una sequenza di variazioni 
fisiche e biochimiche che portano alla trasformazione finale del sangue 
in coagulo solido e alla riparazione dell’endotelio leso, a partire 
dall’insulto iniziale a carico di tessuti e vasi ematici. [1] 
Il vaso ematico, le piastrine e i fattori plasmatici della coagulazione e 
della fibrinolisi, sono gli elementi principali dell’emostasi. Tra questi, 
fattori inibenti e favorenti la coagulazione e la fibrinolisi, devono 
rimanere in equilibrio dinamico al fine di evitare eccessivi 
sanguinamenti o formazione anormale di trombi. [1] 
Essendo un processo piuttosto complesso, l’emostasi viene generalmente 
suddivisa in fasi, allo scopo di facilitarne la comprensione. Queste fasi 
sono: fase vascolare, fase piastrinica e fase plasmatica. 
 
1.2  FASE VASCOLARE E FASE PIASTRINICA 
La fase vascolare può essere considerata il primo stadio del processo 
emostatico. In seguito all’insulto a carico del vaso, si verifica 
vasocostrizione, determinata da meccanismi neurogeni riflessi e da 
fattori umorali come l’endotelina, un potente vasocostrittore di origine 
endoteliale. La vasocostrizione determina un rallentamento del flusso 
sanguigno che facilita l’adesione delle piastrine circolanti alle pareti del 
vaso stesso. [2] 
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La fase piastrinica, chiamata anche emostasi primaria, ha inizio 
dall’accumulo delle piastrine nel sito d’insulto. [1] 
La soluzione di continuo deve essere tale da esporre il subendotelio al 
circolo ematico, in modo che le piastrine possano aderire al collagene 
subendoteliale. In seguito all’adesione, i trombociti modificano la loro 
forma da discoidale a sferica e liberano costituenti propri come l’ADP e 
il TxA2 che mediano l’aggregazione delle piastrine stesse.[1] 
Contemporaneamente le cellule endoteliali espongono sulla loro 
superficie, fosfolipidi (PL) e una proteina nota come fattore tissutale 
(TF) o tomboplastina. Queste molecole intervengono nell’adesione delle 
piastrine circolanti, e portano anche alla produzione iniziale di una 
piccola quantità di trombina (tramite il coinvolgimento di alcuni fattori 
plasmatici della coagulazione) che svolge numerose attività, tra cui 
quella di attivare le piastrine. [3] 
Si ha, dunque, la formazione del tappo emostatico primario, costituito 
dalla massa delle piastrine aggregate tra loro, una struttura labile che ha 
lo scopo di arrestare prontamente il sanguinamento. [3] 
 
1.3 FASE PLASMATICA 
Questa fase coinvolge principalmente i fattori plasmatici della 
coagulazione, costituiti da proteine circolanti, che interagiscono tra loro 
originando una reazione a cascata che porta alla formazione del coagulo 
definitivo. [3] 
La fase plasmatica viene suddivisa in più parti: fase di contatto, sistema 
estrinseco, sistema intrinseco e via comune. Tra questi processi esiste 
un’interazione molto stretta che ne determina una sovrapposizione 
temporale.[3] 
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1.3.1 FASE DI CONTATTO 
Questa fase coinvolge gli zimogeni Precallicreina (PK) e Fattore XII 
(FXII), e il cofattore Chininogeno ad alto peso molecolare (HK). [3] 
L’attivazione degli zimogeni, con passaggio alle loro forme attivate 
FXIIa e Callicreina, avviene spontaneamente, quando questi si legano ad 
una superficie caricata negativamente, come quelle artificiali delle 
siringhe o delle provette. E’ importante precisare che questa attivazione 
è calcio-indipendente e che non è, quindi, inibita da anticoagulanti 
chelanti del calcio come l’EDTA. D’altra parte recenti studi hanno 
messo in evidenza il fatto che questa reazione è importante in vitro, ma 
sembra essere pressoché irrilevante nel processo di coagulazione in vivo, 
mentre interviene in molti altri processi fisiologici, principalmente nella 
formazione della Bradichinina. [1]; [3] 
In particolare, quando il FXII si lega ad una membrana caricata 
negativamente, la Callicreina interviene nella sua attivazione. Il FXIIa 
rientra, poi, nel processo coagulativo attivando il FXI a FXIa, ma 
interviene soprattutto nell’attivazione della Precallicreina a Callicreina. 
La Callicreina può, quindi determinare un’ulteriore produzione di FXIIa 
ma interviene anche nella produzione di Bradichinina a partire dal 
Chininogeno. [3] 
Il Fattore XII, è una molecola proteica prodotta dal fegato, e messa in 
circolo come catena singola. La sua attivazione consiste nel passaggio ad 
una forma a due catene, una leggera e una pesante. La catena pesante 
contiene i siti di legame per le membrane cellulari, mentre quella leggera 
è una proteasi. [3] 
La Precallicreina è una molecola proteica contenuta in molti tessuti, che 
si ritrova in alta concentrazione a livello del fegato. La conversione a 
Callicreina avviene quando è legata ad una membrana caricata 
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negativamente e al Chininogeno. Anche in questo caso, nell’attivazione 
avviene il passaggio da una singola catena, a due catene, una leggera e 
una pesante. [3] 
Il Chininogeno è una molecola proteica che esiste in due forme, 
codificate entrambe dallo stesso gene, quella ad alto peso molecolare, e 
quella a basso peso molecolare. Svolge un grande numero di attività non 
correlate con la coagulazione, e la forma ad alto peso molecolare, che 
rientra nella coagulazione, è contenuta nei neutrofili, nei granulociti e 
nelle piastrine e richiede la presenza dello ione Zn2+ per legarsi alle 
membrane cellulari. [3] 
 
1.3.2 SISTEMA ESTRINSECO 
Questa parte del processo coagulativo è chiamato anche via del Fattore 
Tissutale, ed è un sistema molto attivo e rapido nel cane, con attivazione 
sequenziale a cascata dei fattori Tromboplastina Tessutale o FIII o 
Fattore Tessutale (TF) liberato dalle cellule endoteliali lese e FVII o 
Proconvertina, con accesso ai fattori della via comune. [1] 
Il TF è una catena polipeptidica sintetizzata a livello di molte cellule, ed 
espressa sulla superficie di queste, come proteina di membrana. La 
porzione della molecola che sporge dalla membrana cellulare, è 
responsabile dell’interazione con le proteine della coagulazione. 
Fisiologicamente questa molecola è espressa dalle cellule dell’avventizia 
vasale, dai cheratinociti differenziati e da altre cellule epiteliali. In 
condizioni patologiche l’espressione della tromboplastina tessutale 
aumenta, grazie all’azione delle citochine e di altri mediatori 
dell’infiammazione, con conseguente espressione di questa molecola da 
parte di cellule endoteliali, cellule della muscolatura liscia dei vasi, 
monociti e granulociti. [3] 
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Il TF esplica un’azione regolatrice nel complesso enzimatico TF – FVIIa 
della via estrinseca della coagulazione, infatti il FVIIa (forma attivata 
del Fattore VII) da solo è un enzima molto debole, mentre il complesso 
TF – FVIIa è il più potente attivatore della coagulazione. [3] 
Il Fattore VII è una catena polipetidica sintetizzata a livello epatico, con 
un processo dipendente dai livelli della vitamina K. Il legame dell’FVII 
alla tromboplastina e alle membrane cellulari, è invece dipendente da 
interazioni con il Calcio. La Proconvertina è trasformata nella sua forma 
attiva FVIIa grazie ad una reazione di proteolisi, che genera due catene 
polipeptidiche identiche, a partire dalla singola catena originaria. Questa 
attivazione può avvenire ad opera di molti fattori che lo seguono nella 
cascata della coagulazione (come il FIXa, FXa, FXIIa), ma può avvenire 
anche ad opera dello stesso complesso TF – FVIIa. [3] 
Siccome una parte della Preconvertina circola in forma attivata, 
l’espressione del TF da parte delle cellule, in seguito all’insulto porta sia 
alla formazione del complesso TF – FVII, sia a quella del complesso TF 
– FVIIa. Quest’ultimo, come già detto, è in grado di attivare il FVII, 
determinando una maggior presenza dello stesso complesso TF – FVIIa. 
Questo meccanismo di autoattivazione fa sì che si crei un’attività 
enzimatica sufficiente ad innescare la cascata della coagulazione, tramite 
il legame con i principali substrati del complesso TF – FVIIa, il Fattore 
IX e il Fattore X. [3] 
 
1.3.3 SISTEMA INTRINSECO 
La cascata intrinseca si sviluppa soprattutto a livello della membrana 
delle piastrine attivate, che, in seguito all’attivazione, esprimono sulla 
superficie numerosi siti di legame per i Fattori IXa, VIIIa (cofattore), e 
X (substrato). Non è ancora stato chiarito se questi siti di legame siano 
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rappresentati semplicemente dalla membrana caricata negativamente, o 
se siano delle molecole specifiche. [3] 
Per comprendere il processo di attivazione dei vari fattori della via 
intrinseca, è necessario introdurre innanzitutto li Fattore XI, in quanto 
maggior attivatore del Fattore IX. [3] 
Il Fattore XI, è una proteina prodotta dal fegato, che si riscontra in 
circolo legato al Chininogeno ad alto peso molecolare. Questo legame è 
necessario per l’adesione del FXI alle membrane caricate negativamente, 
anche se nel caso del legame con la superficie delle piastrine, il 
chininogeno può essere sostituito dalla protrombina. Il Fattore XI può 
essere attivato dalla sua stessa forma attivata, ma anche dalla forma 
attivata del Fattore XII, o dalla Trombina, che sembra essere l’attivatore 
fisiologicamente più importante. Una volta attivato, il FXIa, rimane 
legato alla superficie delle piastrine, dove lega i suoi substrati, il FXI, 
come detto in precedenza, e il FIX, che risulta essere il substrato di 
elezione. [3] 
Dal punto di vista strutturale, il Fattore IX è una singola catena 
polipeptidica glicosilata, prodotta dal fegato. Come spiegato in 
precedenza, il FIX può essere attivato dal FXIa, ma anche dal complesso 
TF- FVIIa. L’attivazione avviene quando il FIX è legato alla superficie 
di una membrana, in presenza di Calcio, e determina l formazione di due 
catene, una pesante, che svolge la funzione catalitica, e una leggera. [3] 
Il complesso Fattore IX attivato – FattoreVIII attivato (FIXa-FVIIIa) , è 
il più potente attivatore del Fattore X, che ne rappresenta, infatti, il 
principale substrato. L’attivazione di questo fattore avviene in presenza 
di Calcio, a livello di un’adatta membrana cellulare, di solito quella 
piastrinica. Sia il FIX che il FIXa, sono però in grado di legarsi anche 
alla superficie delle cellule endoteliali, tramite specifici recettori, 
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fungendo da coadiuvanti del complesso FIXa-FVIIIa, nell’attivazione 
del FX, in assenza di piastrine. Il FIX da solo, inoltre, è capace di 
determinare l’attivazione del FVII in assenza di TF. [3] 
La sintesi e la secrezione del fattore VIII sono molto complicate, e 
coinvolgono gli ioni Rame, Calcio e Manganese. Il principale sito di 
produzione del FVIII non è ancora stato stabilito, anche se è stata 
riconosciuta l’importanza del fegato e del sistema reticoloendoteliale in 
questo processo. [3]  
Il FVIII è prodotto sottoforma di due catene polipeptidiche, una leggera 
e una pesante, che vengono legate tra loro grazie al legame con un altro 
Fattore che interviene nel processo di coagulazione, il Fattore di Von 
Willebrand (VWF). A dimostrazione di questa particolare interazione, vi 
è il fatto che a bassi livelli ematici di VWF sono sempre associati bassi 
livelli di FVIII, e che in seguito a somministrazione di desamino-8-D-
arginina vasopressina, per innalzare i livelli di VWF, si verifica anche un 
innalzamento del FVIII. E’ dimostrato, inoltre, che il FVIII può essere 
conservato in granuli di stoccaggio intracellulari (come i Corpi di 
Weibel-Palade delle cellule endoteliali, o i granuli α delle piastrine), 
insieme al VWF. [3] 
Il VWF determina, inoltre una maggiore stabilità del FVIII, sia a livello 
intracellulare che plasmatico. [3] 
Il legame del FVIII con la Trombina, ne determina l’attivazione 
(FVIIIa), e lo sganciamento dal VWF. L’attivazione può avvenire anche 
ad opera del FXa, ma in misura molto minore rispetto alla Trombina. [3] 
Il Fattore VIII attivato interagisce con fosfatidilserina, tramite la catena 
leggera, ma anche con due diversi recettori di membrana delle piastrine. 
Questo legame con le piastrine è inibito dal Fattore di Von Willebrand, 
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mentre il FIXa esercita un azione stabilizzante sul FVIIIa, che da solo è 
piuttosto instabile. [3] 
 
1.3.4 VIA COMUNE 
Nella via comune intervengono i fattori attivati sia dal sistema 
estrinseco, sia da quello intrinseco. Questa parte consiste 
nell’attivazione a cascata dei Fattori: FX o di Stuart, FV o 
Proaccellerina, FII o Protrombina, Fibrinogeno (FI) e FXIII Stabilizzante 
la Fibrina. [1] 
Il Fattore X è una singola catena polipeptidica glicosilata. Può essere 
attivato sia dal complesso TF- FVIIa formato nel sistema estrinseco, che 
dal complesso FIXa-FVIIIa costituito nel sistema intrinseco. Questa 
attivazione avviene sulla superficie di un’idonea membrana cellulare, in 
presenza di Calcio. [3] 
Il Fattore X attivato (FXa), forma un complesso, con il suo cofattore  FV 
attivato. [3] 
Il Fattore V è una glicoproteina che circola libera nel plasma, anche se si 
ritiene che il 20% di questa proteina sia stoccata nei granuli 
citoplasmatici α delle piastrine. [3] 
L’attivazione di questo fattore avviene soprattutto tramite il legame con 
la trombina, ma anche il FXa può fungere da attivatore, quando entrambi 
sono legati ad una superficie cellulare. L’attivazione da parte della 
Trombina è più efficiente rispetto a quella che coinvolge il FXa, ma 
d’altra parte, il FV rilasciato dalle piastrine, ha un’affinità maggiore per 
il FXa, rispetto a quello plasmatico. [3] 
I Fattori Xa e Va formano un complesso chiamato Protrombinasi, in 
presenza di calcio, a livello della superficie di una membrana cellulare, 
contenente fosfatidilserina.[3] 
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Mentre il legame del FVa con la membrana cellulare non è calcio 
dipendente, lo è invece il legame del FX e della Protrombina. Il legame 
del FVa con una membrana caricata negativamente è, inoltre, 
responsabile di un marcato aumento di affinità del FXa per il FVa. [3] 
La protrombina è una glicoproteina sintetizzata a livello epatico, ed è la 
proteina della coagulazione più abbondante nel plasma dopo il 
fibrinogeno. 
Il legame della Protrombina alla protrombinasi, porta alla costituzione 
della sua forma più attiva, l’α Trombina. Le due molecole si legano a 
livello di due siti di legame, e l’α Trombina si forma in seguito alla 
rimozione di due frammenti dalla molecola di protrombina. [3] 
La Trombina così formata, è la responsabile della trasformazione del 
fibrinogeno in fibrina, passaggio fondamentale della coagulazione. La 
conversione avviene grazie al fatto che la trombina stacca due peptidi 
dalla molecola del fibrinogeno (Fibrinopeptidi A e B). In questo modo la 
molecola di fibrina espone anche i siti di legame con i quali si può legare 
ad altre molecole di fibrina, determinando la polimerizzazione della 
fibrina e la formazione di un gel insolubile. [3] 
La trombina svolge, però, anche molte altre azioni. Determina un 
feedback positivo sullo stesso processo di coagulazione, in quanto è 
capace di attivare fattori che la precedono nella reazione a cascata, quali 
il FVII, FXI, FVIII, FV. Attiva le piastrine, principalmente tramite il 
legame con i PARs (Protease Activated Receptors) presenti sulla 
superficie di queste. Interviene, inoltre, nell’inibizione della 
coagulazione, se lega la trombomodulina presente sulle cellule 
endoteliali, con conseguenti attivazione del sistema anticoagulante della 
Proteina C, inibizione dell’interazione tra trombina e fibrinogeno, 
limitazione dell’attivazione delle piastrine e stimolazione 
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dell’attivazione dei mediatori della fibrinolisi. Appare evidente, dunque, 
che attraverso tutti questi meccanismi, procoagulanti e anticoagulanti, la 
trombina influenza la quantità e la velocità della propria produzione e 
quindi la quota di deposizione e degradazione della fibrina. [3] 
Il Fattore XIII è una proteina costituita da cinque catene, codificate da 
due geni diversi. La metà del FXIII funzionante circola libero nel 
plasma, mentre l’altra metà è stoccata all’interno dei granuli α delle 
piastrine. [3] 
L’attivazione di questo fattore avviene attraverso il legame con la 
trombina. Questo processo avviene lentamente, ma è coadiuvato dalla 
fibrina polimerizzata che agisce da cofattore, aumentando notevolmente 
la produzione di FXIIIa. [3] 
La funzione principale del FXIIIa è di legare tra loro le fibrille di 
fibrina, con un processo calcio dipendente, fondamentale per le normali 
solidità e stabilità del coagulo. Questo fattore lega, inoltre, la 
fibronectina, una glicoproteina plasmatica con caratteristiche adesive, 
alla fibrina e al collagene, intervenendo nell’adesione del coagulo alla 
parete vasale, ma ha un ruolo anche nell’adesione delle cellule, 
nell’angiogenesi e nella riparazione dei tessuti lesi. [3] 
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Fig 1.1: Rappresentazione schematica del processo coagulativo. 
 
 
 
1.3.5 INIBITORI DELLA COAGULAZIONE 
Il processo di coagulazione è regolato dall’intervento di inibitori 
specifici, presenti a vari livelli. [3] 
Come già descritto, la trombina stessa esplica precise funzioni inibitorie, 
modulando la propria produzione e di conseguenza quella della fibrina. 
[3] 
L’endotelio, prima ritenuto un organo inerte nel processo di 
coagulazione, si è dimostrato invece di fondamentale importanza nella 
prevenzione della coagulazione intravasale. Le cellule endoteliali non 
attivate hanno, infatti, proprietà anticoagulanti dovute alla presenza di 
proteine di superficie, e alla mancanza di carica negativa della loro 
membrana, per questo sono incapaci di supportare il processo 
coagulativo. Queste cellule esprimono, inoltre, sulla loro superficie, dei 
glicosaminoglicani, gli HSPGs (Heparan Sulfate Proteoglycans), ai quali 
si può legare l’antitrombina. Questo complesso è capace di inattivare 
diversi fattori della coagulazione, come la trombina o il FXa. [3] 
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Un’altra molecola presente sulla membrana delle cellule endoteliali è la 
trombomodulina (TM). Quando la trombina si lega a questa molecola, 
esplica maggiormente le sue funzioni anticoagulanti, rispetto a quelle 
procoagulanti. 
Un importante inibitore della coagulazione è il TFPI (Tissue Factor 
Pathway Inhibitor), anch’esso prodotto dalle cellule endoteliali e 
presentato sulla loro superficie in due diverse forme TFPIα e TFPIβ, 
anche se una piccola quantità di questa molecola circola nel plasma 
associata a lipoproteine o contenuta nei granuli α delle piastrine. Il TFPI 
è il regolatore chiave della via estrinseca, agendo sul complesso TF-
FVIIa, ma anche sul FXa. Il complesso TFPI-FXa, inoltre, risulta essere 
un forte inibitore del complesso TF-FVIIa, molto più attivo del solo 
TFPI. Recenti studi hanno anche dimostrato che la Proteina S, un altro 
inibitore, funge da cofattore del TFPI, potenziando le sue proprietà 
inibitrici. Per comprendere al meglio l’importanza del TFPI, bisogna 
tenere presente che non è mai stata documentata una carenza ereditaria 
di questo fattore. Questo fatto indica che, molto probabilmente, questa 
condizione è incompatibile con la vita. [3] 
Un’importante classe di inibitori, è quella degli inibitori delle proteasi 
seriche, chiamata serpine (serine protease inhibitor). Queste molecole 
contengono un piccolo peptide che mima il substrato a cui si lega il 
fattore che va ad inibire. [3] 
Il più grande inibitore di questa classe è il C1- Inhibitor, che è anche il 
più importante inibitore della fase di contatto, ed agisce su FXIIa, 
Callicreina e FXIa. Questo inibitore, da solo, agisce lentamente, ma è 
coadiuvato nelle sue funzioni da glicosaminoglicani come l’eparina o 
HSPGs che ne potenziano l’azione. [3] 
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Una carenza ereditaria di questo fattore non influisce sul processo 
emostatico, ma causa spesso un eccesso di bradichinina, che porta 
all’angioedema. [3] 
L’Antitrombina (AT), è il prototipo della classe serpine, ma da sola non 
è molto efficace come inibitore. La parte che funziona da “esca”, infatti, 
diviene utilizzabile solo quando l’AT si lega con il suo cofattore, una 
specifica sequenza pentasaccaridica presente sugli HSPG endoteliali. In 
questo momento avviene, di fatto, l’autoattivazione dell’Antitrombina. 
L’azione inibitrice dell’AT è poi notevolmente potenziata 
dall’interazione con l’Eparina. Il legame con li pentasaccaride da solo è, 
infatti, sufficiente per l’inibizione di alcuni substrati, ma è necessaria 
anche l’interazione con l’Eparina per l’inibizione di altri, come la 
Trombina. Un’altra molecola che si può legare all’AT è la 
Trombomodulina, presente sulla superficie delle cellule endoteliali. 
Questa interazione aumenta la capacità dell’Antitrombina di inibire la 
Trombina. [3] 
Oltre ad inibire la Trombina, il complesso AT-Eparina, svolge azione 
inibitrice nei confronti di numerose proteasi sieriche, tra cui, FXIIa, 
FXIa, Callicreina, FIXa e FVIIa, ma soprattutto FXa. [3] 
L’inattivazione, da parte dell’Antitrombina, nei confronti delle proteasi 
targets, consiste nella formazione di un legame che determina la 
costituzione di un complesso molto stabile nel tempo, eliminato a livello 
epatico. [3] 
Una deficienza acquisita o ereditaria di AT, è spesso associata allo 
sviluppo di trombosi. [3] 
Il sistema della Proteina C svolge un importante ruolo nell’interazione 
tra le molecole di superficie delle cellule endoteliali, la Trombina, la 
stessa Proteina C e la Proteina S. [3] 
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La Proteina C Attivata (APC), determina l’inattivazione dei Fattori Va e 
VIIIa, regolando in questo modo la produzione di Trombina. [3] 
La Proteina C è sintetizzata a livello epatico, con un meccanismo 
dipendente dalla vitamina K. E’ uno zimogeno costituito da due catene 
polipeptidiche. L’attivazione avviene ad opera della Trombina, in un 
processo calcio dipendente, marcatamente aumentato dai fosfolipidi di 
membrane caricate negativamente, o in alternativa dagli EPCR, recettori 
endoteliali  per la Proteina C. La Trombina da sola, infatti, è un blando 
attivatore a meno che non sia legata alla Trombomodulina (TM). [3] 
La TM, è una molecola presente nella membrana delle cellule endoteliali 
che interagisce con la Trombina  influenzandone la specificità nei 
confronti dei substrati. Inibisce, infatti, l’interazione della Trombina con 
il fibrinogeno e con i recettori delle proteasi attivate e potenzia la sua 
capacità di legare la Proteina C. [3] 
La proteina S è una proteina dipendente dalla vitamina K e funge da 
cofattore per la APC nel legame dei Fattori Va e VIIIa, e del TFPI 
nell’inibizione del FXa. Questa proteina circola, in misura del 60% 
circa, legata alla proteina di legame C4 (C4BP), facente parte del 
sistema complemento. Il complesso APC-PS, interviene anche 
nell’inattivare un importante inibitore della fibrinolisi, il PAI-1. [3] 
Considerato che la maggior parte delle molecole che coadiuvano l’azione 
della Proteina C, sono localizzate sulla membrana delle cellule 
endoteliali, è proprio a questo livello che la PC è più attiva nell’inibire il 
FVa. [3] 
I disordini trombotici attribuiti alla deficienza acquisita o ereditaria di 
PC, riscontrati in pazienti umani, dimostrano la sua importanza come 
anticoagulante. [3] 
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1.4 TEORIA DELLA TROMBINA PRODOTTA DA CELLULE 
Secondo questa nuova interpretazione del processo emostatico, la 
coagulazione si articola su più fasi sovrapposte (fase iniziale, 
amplificazione e propagazione) e coinvolge due tipi di cellule, le 
piastrine e le cellule produttrici di TF. In base ai dati ottenuti, si ritiene 
che il TF sia l’unica importante molecola attivatrice della coagulazione 
in vivo. [3] 
Fase iniziale: Le cellule deputate alla produzione del TF sono localizzate 
normalmente fuori dal circolo ematico, in modo che non si verifichi 
attivazione del processo coagulativo in condizioni fisiologiche. Alcune 
cellule circolanti, come i monociti, infatti, esprimono il TF sulla propria 
membrana, ma si ritiene che questo si trovi in una forma inattiva. [3] 
In seguito all’insulto vasale, il sangue entra in contatto con le cellule 
produttrici di TF e il FVIIa si lega rapidamente al TF. Questo complesso 
attiva altro TF- FVIIa che a sua volta genera piccole quantità di FIXa e 
FXa, con conseguente attivazione del FV da parte del FXa. [3] 
FVa ed FXa formano il complesso protrombinasi che determina la 
produzione di una piccola quantità di Trombina, a partire dalla 
protrombina, sulla superficie delle cellule produttrici di TF.[3] 
Poiché la tromboplastina è sempre presente nello spazio perivascolare, 
se del FVIIa lascia il circolo, si può legare al TF presente e, 
potenzialmente, può dare il via alla coagulazione. Ma le proteine delle 
fasi successive del processo coagulativo, così come le piastrine, in 
condizioni fisiologiche vengono sequestrate a livello dello spazio 
interstiziale. In questo modo, la continuazione del processo, oltre 
l’avvio, avviene solo quando il danno endoteliale permette alle proteine 
della coagulazione di legarsi con le cellule produttrici di TF nello spazio 
extravascolare. [3] 
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Amplificazione: La piccola quantità di Trombina generata nella fase 
iniziale, è sufficiente ad attivare le piastrine che hanno lasciato il circolo 
a livello della lesione vasale. Il legame con la trombina determina grandi 
variazioni sulla superficie delle piastrine, che si riflettono anche in 
cambiamenti strutturali. Si verificano, infatti, un rimescolamento dei 
fosfolipidi di membrana, che da origine ad una superficie procoagulante, 
e il rilascio del contenuto dei granuli costituito da un gran numero di 
proteine e altre sostanze, comprese quelle che intervengono nel processo 
coagulativo, induttori dell’attivazione piastrinica e calcio. Il calcio ha il 
ruolo di favorire il legame delle proteine della coagulazione con la 
membrana piastrinica attivata. [3] 
Oltre all’attivazione delle piastrine, la Trombina prodotta nella fase 
iniziale determina l’attivazione dei Fattori XI, V e VIII.[3] 
Propagazione: La liberazione del contenuto dei granuli piastrinici 
determina il richiamo di altre piastrine nel sito della lesione. La fase di 
propagazione si esplica a livello della superficie di membrana di queste 
piastrine. [3] 
L’espressione di ligandi sulla superficie piastrinica, determina il 
manifestarsi di interazioni intercellulari che portano all’aggregazione 
delle piastrine. [3] 
Intanto, sulle stesse superfici, il Fattore IXa, generato nella fase iniziale, 
si lega al Fattore VIIIa, generato nell’amplificazione, formando il 
complesso tenasi intrinseco; e ulteriore FIXa è prodotto dall’interazione 
tra FIX e FXIa che avviene nella fase di amplificazione. [3] 
Una volta formato, il complesso tenasi intrinseco determina rapidamente 
la formazione di FXa sulle piastrine. Dal momento che il FXa, viene 
rapidamente inattivato, se lascia la superficie cellulare, difficilmente 
riesce a raggiungere altre piastrine. E’ altrettanto vero, però, che la gran 
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parte del FXa è prodotto nella fase di propagazione già sulla superficie 
piastrinica, per mezzo del complesso tenasi intrinseco. Questo FXa, lega 
rapidamente il FVa generato dalla trombina nella fase di amplificazione, 
e trasforma la Protrombina in Trombina, prodotta in grande quantità. [3] 
Quando la Trombina è generata in quantità e con velocità tali da poter 
agire sul fibrinogeno, convertendolo a fibrina, si forma il coagulo. [3] 
La Trombina risulta, dunque, essere l’ultima proteasi della coagulazione, 
direttamente attiva nella formazione della fibrina, ma di fatto il processo 
coagulativo non termina al momento della formazione della Trombina, in 
quanto molte reazioni della normale emostasi avvengono temporalmente 
dopo che il gel di fibrina si è già formato. Solo il 5%, circa, della 
Protrombina totale è, infatti, convertita a Trombina al momento della 
formazione del gel di fibrina. 
Secondo questo nuovo modello, in definitiva, la Trombina assume un 
ruolo centrale nel processo coagulativo in quanto esercita un feedback 
positivo su molti fattori, tra cui FVII, FXI, FVIII e FV; attiva le piastrine 
con un meccanismo PAR-mediato; converte il fibrinogeno in fibrina; 
attiva il FXIII ed esplica anche un’azione anticoagulante attraverso un 
processo mediato dalla Trombomodulina che determina l’attivazione del 
sistema della proteina C. [3] 
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Fig 1.2: Schematizzazione della formazione del coagulo di fibrina secondo la nuova 
teoria della Trombina prodotta da cellule. 
 
                              
 
 
1.5 FORMAZIONE E STRUTTURA DEL COAGULO DI FIBRINA 
Il Fibrinogeno è la proteina che interviene nella coagulazione, più 
abbondante nel plasma. E’ un dimero costituito da tre paia di polipeptidi 
legati tra loro da ponti disolfuro. [3] 
La trombina, responsabile della conversione del Fibrinogeno in fibrina, 
si lega al fibrinogeno a livello di due siti rilasciando il Fibrinopeptide A 
(FpA) e il Fibrinopeptide B (FpB). Durante il rilascio del FpA, 
monomeri solubili di fibrina si associano spontaneamente in un dimero 
insolubile. Questo avviene perché, con la rimozione del FpA, viene 
esposto un particolare sito costituito da una protuberanza (A knob), 
complementare con un sito concavo di altre molecole di fibrina. I dimeri 
continuano ad associarsi in strutture più lunghe, chiamate protofibrille. 
In seguito alla rimozione del FpB, avviene l’aggregazione laterale delle 
protofibrille, con accrescimento in larghezza. Questo legame avviene 
grazie all’interazione di un altro sito particolare, il “B knob”, con il suo 
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complementare. Il risultato di questa polmerizzazione è una struttura 
simile ad una rete. [3] 
Il rilascio dei fibrinopeptidi dal fibrinogeno è un processo indipendente 
sia dal calcio, sia dalle membrane cellulari, ma il calcio interviene 
nell’associazione delle protofibrille, promuovendone l’estensione 
laterale, e influenzando, in definitiva, la struttura finale del coagulo di 
fibrina. [3] 
 
1.6 FIBRINOLISI 
La fibrinolisi è il meccanismo attraverso il quale il coagulo viene 
rimosso, per ripristinare il circolo ematico all’interno del vaso leso. [1]  
In questo processo intervengono il Plasminogeno, i suoi attivatori, e la 
sua forma attivata, la Plasmina, ma hanno un ruolo importante anche 
meccanismi che rientrano nella riparazione dei tessuti, come l’adesione, 
migrazione e proliferazione delle cellule. [3] 
Il Plasminogeno (PLG) è una glicoproteina costituita da una singola 
catena, prodotta dal fegato, ed attivata a Plasmina da specifici attivatori. 
L’attivazione avviene attraverso il legame ad un singolo sito, e risulta 
nella formazione di una molecola a due catene polipeptidiche. Il 
Plasminogeno ha un’emivita piuttosto lunga, circa due giorni, mentre la 
Plasmina ha un’emivita molto breve, di 0,1 secondi. [3] 
La Plasmina degrada la fibrina polimerizzata, dando origine a frammenti 
eterogenei conosciuti come Prodotti di Degradazione della Fibrina 
(FDP). Tra questi in particolare il D-dimero origina dalla degradazione 
della regione che vede legati i domini D delle molecole di fibrina. [3] 
Come già detto l’attivazione del Plasminogeno avviene grazie a specifici 
attivatori, quali il Tissue-type Plasminogen Pctivator e l’Urokinase 
Plasminogen Activator. [3] 
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Il Tissue-type PA è una glicoproteina prodotta e secreta dall’endotelio, 
con struttura a singola catena. Questa molecola non è uno zimogeno, ma 
la sua attività enzimatica è debole in assenza di fibrina. Solo una piccola 
parte di questa proteina circola liberamente nel plasma, la maggior parte 
si ritrova legata al suo principale inibitore, il PAI-1. [3] 
E’ la stessa Plasmina che lega la forma a singola catena, convertendola 
nella forma matura a doppia catena. [3] 
La fibrina si lega ad una o ad entrambe le catene della forma matura. 
L’attività del complesso Fibrina-tPA è molto forte e altamente specifica 
nel convertire il plasminogeno in plasmina. [3] 
L’Urokinase Plasminogen Activator è una glicoproteina serica prodotta 
da cellule epiteliali, monociti, cellule endoteliali e cellule simili ai 
fibroblasti. E’ prodotta come molecola a singola catena, e in questa 
forma ha una debolissima attività enzimatica, inferiore all’1% 
dell’attività di cui è provvista la forma matura a doppia catena. In questo 
caso il passaggio alla forma matura avviene tramite il legame con 
Plasmina, FXIIa o Callicreina. [3] 
Diversamente dal tPA, l’uPA può attivare il plasminogeno in assenza di 
fibrina. [3] 
Il tPA risulta essere il maggior attivatore del plasminogeno a livello 
intravascolare, mentre l’uPA a livello extravascolare, e uno dei suoi 
ruoli principali è quello di degradare la matrice extracellulare durante 
processo di migrazione cellulare e di riparazione dei tessuti. [3] 
Il passaggio da plasminogeno a plasmina, e di conseguenza la fibrinolisi, 
è regolata anche da alcuni inibitori, principalmente il PAI-1 
(Plasminogen Activator Inhibitor 1), l’α2 -Antiplasmina e il TAFI 
(Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor). [3] 
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Il PAI-1, già nominato in precedenza, è il maggior inibitore degli 
attivatori del plasminogeno, ed appartiene alla classe serpine. E’ 
prodotto in forma attiva, instabile, rilevabile soprattutto a livello di 
sangue e di tessuti; e in forma latente, più stabile, presente nelle 
piastrine. La forma attiva è stabilizzata dalla formazione di un 
complesso con la vitronectina. Questo complesso, coadiuvato dagli 
HSPG, ha anche la proprietà di inibire la trombina. [3] 
Il PAI-1 è sintetizzato da molti tipi di cellule tra cui quelle endoteliali, i 
megacariociti e gli epatociti, ma la fonte principale di questa molecola 
non è attualmente conosciuta. [3] 
Il PAI-1 inibisce l’uPA e il tPA, sia nella la forma immatura a singola 
catena che in quella matura, a doppia catena. [3] 
L’α2 –Antiplasmina è il principale inibitore della plasmina. Sintetizzata 
dal fegato come singola catena, appartiene alla classe serpin ed è in 
grado di interferire anche nell’attivazione del plasminogeno. [3] 
La plasmina legata alla fibrina è poco sensibile all’inibizione da parte 
dell’antiplasmina, mentre il Fattore XIIIa incorpora nella struttura della 
fibrina, alcune forme di  α2-AP rendendola più resistente alla 
degradazione. [3] 
Il TAFI è una proteina sintetizzata a livello epatico e rilasciata come 
zimogeno, attivabile sia dalla plasmina che dalla trombina in un processo 
che comunque risulta essere molto lento. [3] 
Il TAFI inibisce la fibrinolisi rimuovendo i residui C- terminali delle 
lisine dalla fibrina polimerizzata. Questi residui sono, infatti, i principali 
siti di legame del plasminogeno e dei suoi attivatori. Il coagulo di fibrina 
diviene, quindi, resistente alla fibrinolisi. [3] 
Non sono stati individuati inibitori specifici del TAFI, ma è stato 
provato che la sua attività è dipendente dalla temperatura, e in 
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particolare, alla temperatura corporea questa molecola rimane attiva per 
10 minuti circa. [3] 
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CAPITOLO 2 
ESAMI DI LABORATORIO NELLA 
VALUTAZIONE DEL PROCESSO 
EMOSTATICO 
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2.1 CAMPIONAMENTO E CONSERVAZIONE 
Prima di affrontare l’argomento dei tests di laboratorio, per quanto 
riguarda la loro esecuzione ed utilità diagnostica, è importante chiarire 
come devono avvenire il campionamento e la conservazione del sangue 
che dovrà essere usato in questi tests. Un errore in queste operazioni può 
portare, infatti, ad una consistente alterazione del risultato del test, 
compromettendone l’affidabilità. 
Il campione deve essere prelevato utilizzando siringhe di plastica 
monouso, tramite un’accurata puntura venosa. Sono da evitare prelievi 
lenti o difficoltosi che possono innescare il processo di coagulazione 
durante il campionamento.[1] 
L’emolisi, la lipemia e la bilirubinemia, possono determinare alterazioni 
dei risultati, in particolare il Tempo di Protrombina (PT) è sensibile a 
lipemia e bilirubinemia, il Tempo di Tromboplastina Parziale attivata 
(aPTT) è sensibile ad emolisi e bilirubinemia, mentre la determinazione 
de Fibrinogeno è sensibile alla lipemia. E’ suggerita, quindi, la 
ripetizione del campionamento, nel caso in cui si sospetti una scarsa 
qualità del campione. [4] 
 Il campione deve essere raccolto in provette di plastica o di vetro 
siliconate, per evitare l’attivazione del fattore XII e delle piastrine. [5] 
L’anticoagulante di scelta è il citrato di sodio al 3,2% oppure al 3,8%, 
utilizzato con un rapporto di 1:9 con il sangue campione. E’ auspicabile 
che una volta scelta la concentrazione del citrato, questa rimanga sempre 
la stessa, anche se diversi studi hanno evidenziato che le differenze dei 
risultati nell’utilizzo delle due concentrazioni, sono minime. Il rispetto 
del rapporto sangue/anticoagulante, è molto importante per evitare 
alterazioni dei risultati, in quanto un eccesso di citrato può determinare 
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la riduzione dell’attività coagulante del campione e quindi tempi 
prolungati di PT e aPTT, mentre un eccesso di sangue può portare a 
fenomeni opposti. Ne consegue che è di fondamentale importanza il 
giusto riempimento della provetta, in quanto un eccessivo riempimento 
porta ad una carenza di citrato, mentre uno scarso riempimento 
determina un surplus di citrato rispetto al sangue. Recenti studi hanno 
evidenziato che l’EDTA può essere una valida alternativa al citrato, 
nell’esecuzione dei test dell’emostasi, a condizione che questi siano 
eseguiti entro un’ora dal campionamento. [6]; [7] 
Il plasma citrato deve essere ottenuto, preferibilmente da sangue fresco 
appena prelevato, per centrifugazione a 1500 rpm per 10-15 minuti, ed 
analizzato prima possibile. Più precisamente con questi parametri di 
centrifugazione si ottiene plasma povero di piastrine. [5] 
Nel caso sia impossibile analizzare subito il campione, lo si può 
refrigerare a temperatura costante compresa tra i 4 e i 10 °C, e 
conservarlo per 48 ore, oppure può essere congelato a -20°C e 
scongelato una sola volta per l’esecuzione dei tests. Numerosi studi in 
proposito hanno, infatti, evidenziato che non si verificano significative 
variazioni dei valori, in seguito a refrigerazione, o a congelamento anche 
per più di 30 giorni. Il processo di congelamento dovrebbe avvenire più 
rapidamente possibile per evitare la formazione di precipitati. [8]; [5] 
La centrifugazione, dovrebbe essere eseguita entro un’ora dal 
campionamento, ma è possibile posticiparla di due ore, se il plasma è 
refrigerato a 4-10°C. [5] 
Se le analisi vengono effettuate in un laboratorio distante dalla sede di 
prelievo, il campione deve essere trasportato e/o spedito in condizioni di 
refrigerazione. [1] 
 35 
In caso il prelievo venga effettuato su un soggetto con elevata 
eritrocitosi, la quantità di anticoagulante dovrebbe essere modificata in 
virtù dell’alterazione del rapporto tra plasma e parte corpuscolata del 
campione. Più precisamente, per mantenere la giusta concentrazione di 
anticoagulante, con valori di ematocrito superiori a 45%, se ne dovrebbe 
ridurre la quantità di 25 mcL per ogni 10 punti percentuali di ematocrito. 
Mentre in caso di anemia, anche grave, non è necessario apportare 
correzioni alla quantità di anticoagulante. [9] 
 
2.2 TESTS DI SCREENING 
I tests della coagulazione, o test cronometrici, sono tuttora i più utilizzati 
come test di screening preoperatorio o nella determinazione di sospetti 
disordini della coagulazione, in medicina veterinaria, e consistono nel 
test del PT, e nel test aPTT. [5] 
Questi test misurano il tempo nel quale una miscela di campione e reagenti 
comincia a coagulare, in seguito all’aggiunta di un reagente starter. Sono di 
solito eseguiti con l’ausilio di coagulometri che possono essere automatici, 
semi automatici o manuali. Questi ultimi, sono al giorno d’oggi raramente 
utilizzati, in quanto l’introduzione dei metodi semiautomatici e automatici ha 
determinato una maggior precisione, riduzione della variabilità dovuta 
all’operatore e una riduzione dei costi. [5] 
I coagulometri automatici possono utilizzare metodi diversi, come quelli 
meccanici, ottici o misti. Quelli meccanici utilizzano una piccola sfera di 
metallo, all’interno della provetta dove vengono messi campione e 
reagenti. La sfera viene messa in rotazione da un campo magnetico. 
Quando la formazione delle fibrille di fibrina cominciano ad interferire 
con la rotazione della sfera, un sensore rivela la variazione  del campo 
magnetico. I metodi ottici sono turbidimetrici o a diffusione di luce. [5] 
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Tutti i metodi hanno i loro limiti, quelli ottici risentono di campioni con 
lipemia o ittero, quelli meccanici di campioni con lipemia. [5] 
 
2.2.1 PT – TEMPO DI PROTROMBINA 
Questo test è molto usato per la determinazione della funzionalità della 
via estrinseca, in quanto è sensibile alla deficienza dei fattori V, VII e X 
e in minor misura a quella di Protrombina e Fibrinogeno.[1] 
Il test del PT si esegue aggiungendo Tromboplastina Tissutale e Ca2+ al 
plasma citrato, e misurando il tempo di formazione del coagulo. Si 
possono utilizzare sia metodi manuali che metodi meccanici. 
Attualmente sono disponibili tre diversi tipi di reagenti, che differiscono 
per molti aspetti come la sensibilità ai fattori, i valori di riferimento del 
tempo di formazione del coagulo, l’uniformità nei vari lotti. Si hanno:1) 
reagenti ricombinanti che comprendono TF ricombinante, Ca2+, 
fosfolipidi, buffer e stabilizzatori; 2) Tromboplastina tissutale, ottenuta 
dall’estrazione da tessuti ricchi di questa sostanza, quali cervello di 
coniglio e placenta umana, addizionata con Ca2+; 3) Tromboplastina 
combinata, costituita da TF diluito in una frazione di fibrinogeno, 
plasma bovino e Ca2+.[10] 
Il test del PT può essere eseguito ad uno stadio o a due stadi, ma il 
metodo ad uno stadio è di gran lunga il più utilizzato. In questa 
procedura 0,2 mL di reagente vengono riscaldati a 37 °C, e quindi 
rapidamente uniti a 0,1 mL di plasma, anch’esso portato alla stessa 
temperatura. Al momento dell’unione dei reagenti inizia il conteggio del 
tempo, che si ferma quando si ha la formazione del coagulo. Il valore è 
espresso in secondi e viene registrato con approssimazione al decimo di 
secondo. L’intervallo di riferimento dei valori normali, come già 
spiegato, è dipendente dal tipo di reagente utilizzato. [11];  [12] 
 37 
A causa dell’elevata attività di alcuni fattori della coagulazione indagati 
dal test del PT, in medicina veterinaria il campione di plasma citrato o il 
reagente può essere diluito (con diluizioni variabili da 1:20 a 1:40), 
oppure viene aggiunta una quota prestabilita di fibrinogeno umano, con 
un notevole aumento della sensibilità rispetto al test standard utilizzato 
in medicina umana.[12] 
I risultati ottenuti utilizzando i diversi reagenti e strumenti possono 
essere molto variabili, per questo, può essere utilizzato il sistema del 
INR (International Normalized Ratio) per poter paragonare i risultati 
ottenuti in laboratori diversi. Questo sistema paragona il PT del paziente 
con l’Indice di Sensibilità Internazionale (ISI) relativo al particolare tipo 
di reagente utilizzato, fornito dal fabbricante per ogni lotto di reagente. 
Tromboplastina con alto valore di ISI sono meno sensibili di quelle con 
un valore più basso. [5] 
Il prolungamento del valore del PT può essere dovuto ad una serie di 
cause che  determinano una minor produzione di uno o più fattori della 
coagulazione. Tra le condizioni patologiche maggiormente responsabili 
di questa alterazione vi sono l’insufficienza epatica, l’intossicazione da 
rodenticidi, il malassorbimento, il mieloma multiplo, la CID e la 
deficienza congenita dei fattori. Inoltre la medesima alterazione si può 
riscontrare in pazienti a cui è stata somministrata eparina, in campioni 
prelevati in modo errato, o in pazienti con un alto ematocrito se non 
viene aggiustato il rapporto tra plasma e anticoagulante. [5] 
Un accorciamento del tempo di PT si può verificare con campioni itterici 
e lipemici, o in caso di iperfibrinogenemia, ma non è utilizzabile per 
determinare la presenza di ipercoagulabilità. [5] 
 
 
 38 
2.2.2 aPTT –TEMPO DI TROMBOPLASTINA PARZIALE ATTIVATA 
Il tempo di tromboplastina parziale attivata è il test di screening per la 
valutazione della funzionalità del sistema intrinseco della coagulazione. [5] 
Nel nome di questo test, il termine “parziale” indica che nel reagente 
sono presenti fosfolipidi ma non TF, mentre il termine “attivata” 
significa che il reagente contiene sostanze capaci di accelerare il 
processo di coagulazione e accorciare il tempo di produzione del coagulo 
di fibrina. [5] 
Questo test si esegue aggiungendo l’attivatore del FXII, fosfolipidi e 
Ca2+, al plasma povero di piastrine ottenuto per centrifugazione del 
campione di sangue.[5] 
In questo modo si valuta la funzionalità dei fattori I, II, V, VIII, IX, X, 
XI, XII, Precallicreina e Chininogeno ad alto peso molecolare. Un 
allungamento del risultato, rispetto ai valori di riferimento, può indicare 
una carenza, la presenza di inibitori acquisiti di tali fattori. [5] 
A contrario di quello che succede per il PT, i reagenti disponibili per 
l’aPTT, non sono altrettanto standardizzati. Questo determina una 
variazione della sensibilità del test, in base al tipo di attivatore e di 
fosfolipidi utilizzati. In proposito, le sostanze più utilizzate come 
attivatori sono il caolino e l’acido ellagico, mentre per quanto riguarda i 
fosfolipidi, che hanno la funzione di accelerare la reazione, di solito 
sono utilizzate miscele di diversi tipi, estratti da cervello di coniglio e di 
bovino, o dalla soia. [13] 
La procedura consiste nel riscaldare 0,1 mL di  reagente e 0,1 mL di 
plasma citrato, a 37°C. Raggiunta questa temperatura si aggiunge 0,1 mL 
di soluzione di cloruro di calcio con molarità 0,025, anche questa a 
37°C. Al momento dell’aggiunta di questa soluzione parte un timer che 
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si ferma quando comincia a formarsi la fibrina. Il valore ottenuto viene 
registrato e approssimato ai decimi di secondo. [5] 
I valori normali per questo test, negli animali, variano da 10 a 20 
secondi, anche se si può avere una certa variabilità in base al tipo di 
reagenti, e talvolta ai diversi lotti dello stesso reagente, al tipo di 
strumenti utilizzati, e alla gestione del campione nella fase pre-analitica. 
Per queste ragioni ogni laboratorio dovrebbe stabilire i propri valori di 
riferimento. [5] 
Un allungamento dell’aPTT può essere dovuto a numerose condizioni 
patologiche, correlate ad una deficienza di singoli fattori, o ad una 
deficienza combinata di più fattori appartenenti alla via intrinseca, 
estrinseca e comune. Tra le patologie responsabili dell’alterazione del 
risultato di questo test si annoverano l’insufficienza epatica, 
l’intossicazione da rodenticidi, il malassorbimento e la deficienza 
congenita di uno o più fattori. Altre cause di allungamento dell’aPTT 
sono la presenza di inibitori della polimerizzazione della fibrina, come 
l’eparina o sostanze simili, ad esempio in corso di terapie trombolitiche; 
ma anche un errato campionamento del sangue o per mancato rispetto 
del rapporto 1:9 tra anticoagulante e sangue, per esempio in campioni 
con ematocrito superiore al 45%. [5] 
Un errato campionamento può determinare anche un accorciamento del 
risultato del test, così come un campione fortemente emolitico, o 
l’aumento dei fattori V e VIII in corso di infiammazione. Un basso 
valore dell’aPTT  non può, comunque, essere utilizzato per diagnosticare 
un’ipercoagulabilità. [5] 
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2.3 DETERMINAZIONE DEL FIBRINOGENO 
Sono disponibili molte tecniche per saggiare la quantità di fibrinogeno 
all’interno di plasma campione. Il metodo più utilizzato è il “thrombin-
initiated clotting rate, modificato da Clauss. Questo metodo si basa sulla 
formazione del coagulo in un campione di plasma citrato diluito, in 
seguito ad aggiunta di una soluzione di trombina ad alta concentrazione. 
L’utilizzo di questo tipo di soluzione serve ad eliminare l’interferenza di 
eventuali terapie epariniche sul risultato del test, mentre la diluizione del 
plasma serve a limitare l’interferenza da parte dei prodotti di 
degradazione del fibrinogeno (soprattutto del frammento Y) a cui questo 
test è sensibile. [14] 
Un’altra tecnica si basa sull’aumento della torbidità durante l’esecuzione 
del test del PT, che è proporzionale alla concentrazione di fibrinogeno, e 
che può essere stabilita tramite metodi turbidimetrici o a diffusione di 
luce. Con questo secondo metodo il valore del fibrinogeno risulta di 
solito più alto rispetto al metodo di Clauss, ma probabilmente più 
accurato. [5]; [15] 
Tra gli altri metodi di determinazione del fibrinogeno è importante 
quello chimico che utilizza la batroxobina. Basato anch’esso 
sull’incremento di torbidità e dotato di un'eccellente precisione, può 
essere facilmente adattato ai coagulometri automatici. I metodi 
immunologici non riescono, invece a distinguere tra il fibrinogeno che 
realmente viene utilizzato nella formazione del coagulo, e forme inattive 
o degradate, per cui, in corso di terapie trombolitiche o CID, questi 
metodi possono dare risultati significativamente più alti. Inoltre non 
hanno ancora trovato largo impiego in medicina veterinaria, in quanto 
non sono ancora disponibili anticorpi specie-specifici. [16] 
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Il valore del fibrinogeno è generalmente espresso in mg/dL e l’intervallo 
di riferimento è 150 – 400 mg/dL. [17] 
Basse concentrazioni di fibrinogeno nel sangue si possono riscontrare 
nella coagulazione intravasale disseminata, in patologie epatiche, nella 
sindrome iperfibrinolitica, nell’ipofibrinogenemia ereditaria, 
disfibrinogenemia, mieloma multiplo, nonché in corso di terapia 
trombolitica. [5] 
Iperfibrinogenemia si può, invece, riscontrare nella fasi acute di 
infiammazione, in seguito a somministrazione di glucocorticoidi e in 
gravidanza. [5] 
Valori alterati possono conseguire, come per gli altri test, ad errori nel 
campionamento con mancato rispetto del rapporto citrato/sangue, oppure 
per utilizzo di un anticoagulante errato, come l’eparina. [5] 
 
2.4 DETERMINAZIONE DEI SINGOLI FATTORI DELLA 
COAGULAZIONE 
I test specifici per la determinazione dei singoli fattori sono utilizzati per 
diagnosticare disordini emorragici ereditari o acquisiti. Sono disponibili 
test cromogenici per la determinazione di molti dei singoli fattori della 
coagulazione, ma i più utilizzati sono i test basati sulla formazione del 
coagulo. Questi ultimi, sono ottenuti modificando i test del PT o 
dell’aPTT, utilizzando come reagente plasma carente di uno specifico 
fattore. Con questo metodo è possibile determinare i fattori: II, V, VII, e 
X con il test del PT modificato; XII, XI, IX, VIII e V con il test 
dell’aPTT modificato. [5] 
In questo tipo di prove, è di fondamentale importanza che il plasma 
reagente abbia un livello molto basso del fattore da determinare, in modo 
che non sia rilevabile dal test, e quindi che non interferisca con il 
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risultato. Contemporaneamente è necessaria un’alta concentrazione degli 
altri fattori. Ci si avvale, inoltre, di una curva di calibrazione, ottenuta 
attraverso i  risultati del test effettuato con diluizioni di un calibratore. 
Questa curva è costituita in realtà da una linea retta, in un particolare 
diagramma, e serve a discriminare i risultati normali da quelli alterati. Il 
calibratore utilizzato in medicina veterinaria è un insieme di plasma 
diversi. [5] 
Nella diagnostica veterinaria, il plasma reagente utilizzato, è umano, in 
quanto è stata provata una omologia strutturale tra le proteine umane e 
quelle degli animali domestici, tale da permettere una crossreattività 
sufficiente per l’esecuzione del test. Tuttavia questa tecnica non è 
sempre affidabile, per esempio è stata riscontrata una rilevante 
differenza strutturale tra le proteine umane e quelle di gatto, pecora e 
uccelli. [16] 
Nell’esecuzione di questa tecnica, il plasma campione è diluito 1:5 o 
1:10 nel plasma privo del fattore da investigare. Il grado di correzione 
del tempo di coagulazione, altrimenti molto lungo, del plasma reagente, 
è proporzionale all’attività del fattore indagato nel plasma campione. [5] 
Non tutte le combinazioni di plasma privo del fattore e reagenti dei test 
PT e aPTT, hanno le stesse caratteristiche quanto a precisione e 
accuratezza. La qualità del plasma privo del fattore e la sensibilità ai fattori 
da parte dei reagenti hanno un ruolo importante in questo ambito. [5] 
I risultati di questi test sono espressi in percentuale, prendendo come 
riferimento i valori del calibratore (che ha il 100% dell’attività di tutti i 
fattori). L’intervallo di riferimento è approssimativamente 60 – 140 %. 
Si riscontra che i vari tipi di reagenti del test PT, e i metodi utilizzati, 
sono critici nella valutazione della deficienza dei fattori II, V, VII e X, 
nel plasma di cane,  in quanto questi fattori hanno un’attività molto più 
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elevata rispetto a quelli umani (5 volte maggiore il FV, 3 volte maggiore 
il FVII). [18]; [19]; [20] 
La determinazione del Fattore di Von Willebrand (VWF), in Medicina 
Veterinaria, può avvenire in diversi modi: 
- Determinazione della concentrazione di un antigene specifico tramite 
prove immuno- turbidimetriche o ELISA 
- Analisi dell’eventuale distribuzione delle subunità del VWF, in seguito 
ad elettroforesi in gel di agarosio 
- Determinazione dell’attività tramite agglutinazione delle piastrine. 
Spesso è necessario ripetere il test utilizzato, in quanto in VWF, come il 
FVIII, aumenta nelle fasi acute dell’infiammazione, in gravidanza, stress 
e in corso di varie malattie, con possibile mascheramento di una carenza. 
E’ stato verificato un abbassamento del Fattore VIII, in concomitanza 
con una marcata carenza del VWF, con conseguente allungamento del 
aPTT. D’altra parte, nella maggioranza dei casi la carenza del Fattore di 
Von Willebrand è moderata e il valore dell’aPTT risulta nella norma. [5] 
 
2.5 TEST PER GLI INIBITORI 
Nel corretto approccio al paziente con disordini dell’emostasi, è 
necessario verificare se la patologia è congenita, o se invece si tratta di 
un problema acquisito. Le patologie dell’emostasi di origine acquisita 
sono, infatti, di gran lunga più comuni rispetto alle congenite. La 
verifica si rende possibile tramite l’utilizzo di test specifici. [5] 
Anticoagulanti del Lupus: in pazienti umani affetti da Lupus Eritematoso 
Sistemico, è stata provata la presenza di un’ inibitore della coagulazione. 
Questo inibitore, sembra tuttavia non avere un ruolo importante nella 
coagulazione in vivo, tanto che gli individui con questa patologia sono 
spesso paradossalmente soggetti a problemi di tipo trombotico. Nelle 
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specie animali, inoltre, la presenza di questo tipo di inibitore, è stata 
dimostrata raramente, anche se probabilmente è sottostimata. [5] 
Il LES determina un allungamento del valore dell’aPTT dovuto alla 
formazione di anticorpi che si legano ai fosfolipidi dei reagenti. Si può, 
inoltre, manifestare un artificiale abbassamento dei livelli dei fattori. Per 
questo motivo, il campione deve essere molto diluito in modo da ridurre 
al minimo l’interferenza dell’inibitore sul test, e poter valutare se 
effettivamente è presente una deficienza di qualche fattore. [5] 
Inibitore acquisito del FVIII: è stata evidenziata la produzione di 
anticorpi contro il Fattore VIII in pazienti emofilici sottoposti a 
trasfusione con prodotti contenenti questo fattore. La predisposizione 
allo sviluppo di questi anticorpi è genetica, e raramente avviene nel 
cane. Il titolo dell’inibitore può essere stabilito tramite test specifici che 
prevedono l’incubazione, per 2 ore a 37 °C, di plasma normale con varie 
diluizioni di plasma campione. L’inibitore presente nel campione si lega 
al FVIII presente nel plasma normale, riducendone l’attività. Al termine 
dell’incubazione si calcola il titolo dell’inibitore, in base all’attività 
residua del Fattore VIII. [5] 
Inibitori acquisiti dei Fattori IX e XI: si possono formare inibitori nei 
confronti di questi fattori, con lo stesso meccanismo descritto per il 
FVIII, anche se questa evenienza è molto rara in ambito veterinario. [5] 
Paraproteine monoclonali: In corso di Mieloma Multiplo, si può 
verificare la produzione di gammaglobuline monoclonali che 
interferiscono con la polimerizzazione della fibrina. [5] 
Eparina: questa sostanza può essere patologicamente prodotta da cellule 
tumorali in corso di mastocitoma, con conseguente sindrome emorragica 
paraneoplastica. [5] 
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2.6 TEST PER L’ATTIVAZIONE DELLA FIBRINOLISI 
In questo ambito sono molto utilizzati test basati su metodi 
immunologici che utilizzano anticorpi monoclonali, in grado di 
riconoscere le forme attivate da quelle non attivate degli analiti. Anche 
test ELISA, basati sull’immunofluorescenza o sulla turbidimetria, hanno 
avuto un aumento dell’applicazione. Sono molto utilizzati anche test che 
si basano sull’agglutinazione su latex. [5] 
 
2.6.1 D- DIMERO 
Il D-Dimero è un antigene che si forma nel momento in cui la trombina 
converte il fibrinogeno in fibrina, e viene liberato dal punto in cui due 
molecole di fibrina sono legate tra loro, al momento della digestione da 
parte della plasmina. [5] 
I metodi utilizzati per determinare questo analita sono di tipo 
immunologico, basati su un anticorpo monoclonale diretto verso 
l’epitopo del D-dimero. Le tecniche si basano sull’agglutinazione, o 
sono saggi ELISA. [5] 
Tra i metodi per agglutinazione, nel cane sono utilizzati quello per 
agglutinazione su particelle di lattice, e quello immunoturbidimetrico, 
anche se il primo è quello di gran lunga più utilizzato. In questo test, 
particelle di ricoperte di anticorpi contro il D-dimero, sono messe a 
contatto con il plasma campione. Il D-dimero presente nel plasma 
reagisce con gli anticorpi, dando origine ad un’agglutinazione visibile ad 
occhio nudo. Il risultato è sia qualitativo (positivo o negativo), che 
semiquantitativo (in base al grado di agglutinazione). Una valutazione 
quantitativa del D-dimero, si può inoltre ottenere tramite diluizioni 
scalari del campione. I vantaggi di questa tipologia di test, consistono 
nella facilità e rapidità di esecuzione e nel basso costo. D’altra parte, 
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come gia detto, la risposta è semiquantitativa, ed inoltre da origine ad 
una certa variabilità nei risultati, dovuta anche all’interpretazione 
soggettiva, ed è meno sensibile rispetto ai metodi ELISA e 
turbidimetrico. [5] 
Il metodo turbidimetrico, si basa sullo stesso principio del test 
precedente, ma in questo caso, la reazione D-dimero-anticorpo determina 
un aumento della torbidità del plasma che viene letta da un analizzatore 
automatizzato, eliminando, quindi, la variabilità dovuta alla lettura 
soggettiva. [5] 
Comunque, non essendo il D-Dimero, un analita standardizzato, metodi 
differenti possono portare a risultati molto diversi, in dipendenza anche 
della specificità degli anticorpi utilizzati o della calibrazione del 
materiale. [21] 
I risultati possono essere espressi in µg/mL, in ng/mL o il µg/L. [5] 
Attualmente il miglior test utilizzabile è quello immunoturbidimetrico, 
che permette l’utilizzo di plasma citrato conservato anche per più di un 
mese. [5] 
 
2.6.2 PRODOTTI D I DEGRADAZIONE DEL 
FIBIRNOGENO/FIBRINA 
La determinazione dei prodotti di degradazione del fibrinogeno (FDP) è 
importante nella nell’indagine clinica, per valutare l’attivazione della 
fibrinolisi. [5] 
I metodi tradizionali per la quantificazione di questo analita, 
prevedevano l’utilizzo di anticorpi policlonali. Per una corretta 
esecuzione del test, erano necessarie particolari provette che 
contenessero trombina o una sostanza simile alla trombina ricavata dal 
veleno di serpente. Questo accorgimento serviva determinare la 
 47 
formazione del coagulo ed evitare cross-reattività con il fibrinogeno 
integro, e quindi risultati falsi positivi. [5] 
Attualmente il test è eseguito a partire da plasma citrato, che viene 
mescolato a particelle di latex, ricoperte da anticorpi monoclinali diretti 
contro gli FDP, che non manifestano cross-reattività per il fibrinogeno 
intergo. [21] 
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CAPITOLO 3 
COAGULOPATIE 
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3.1 PRINCIPALI DISORDINI EREDITARI 
Le coagulopatie ereditarie derivano da mutazioni a carico dei geni 
deputati alla codificazione dei fattori plasmatici della coagulazione. La 
gravità della patologia dipende dal ruolo svolto dal fattore carente nel 
processo emostatico e dal grado della sua deficienza. [22] 
 
3.1.1 EMOFILIA A E B 
L’emofilia A e B sono due diversi disordini dell’emostasi, legati al 
cromosoma X, dovute a carenza funzionale o quantitativa 
rispettivamente dei fattori VIII e IX. L’emofilia A, in particolare, è la 
coagulopatia più comune sia nell’uomo che negli animali, e nel cane 
colpisce indistintamente soggetti di razza pura (più di 50 razze sono 
interessate) e meticci, al contrario di quanto avviene in altri disordini 
della coagulazione che colpiscono prevalentemente alcune razze. [22] 
La diagnosi di emofilia è fatta principalmente sui maschi, che presentano 
i sintomi, mentre la maggioranza delle femmine sono portatrici sane e 
non hanno manifestazioni cliniche. [22] 
I sintomi di queste patologie prevedono sanguinamenti prolungati anche 
da ferite lievi o dalle gengive, formazione di ematomi a livello 
muscolare e sottocutaneo, zoppia dovuta ad emartrosi. [22] 
Come già detto, ci possono essere vari gradi di malattia, in base 
all’entità della carenza del fattore interessato. Una grave forma di 
emofilia si manifesta generalmente nei primi mesi di vita, ed i soggetti 
affetti possono andare incontro a fatali emorragie spontanee, mentre 
forme più leggere sono spesso evidenziate solo in occasione di interventi 
chirurgici o in seguito a traumi. [22] 
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La diagnosi si basa, oltre che sui sintomi, sul risultato dei test del profilo 
coagulativo. Sia l’emofilia A che l’emofilia B causano, infatti, un 
allungamento del valore del test aPTT, che indaga la via intrinseca, 
lasciando inalterati i test che riguardano la via estrinseca, comune e  il 
fibrinogeno. [22] 
Per individuare di quale tipo di emofilia si tratti, è necessario misurare 
l’attività dei Fattori VIII e IX. Un’attività inferiore al 2% è legata a 
forme gravi di malattia, mentre attività compresa tra il 2 e il 20% 
determina forme moderate di emofilia. [22] 
La trasfusione di è il metodo più importante per prevenire o controllare 
le emorragie nell’emofilia A o B. Il plasma fresco congelato riesce a 
sopperire alla necessità sia di FVIII che di FIX, mentre una terapia più 
specifica è costituita da crioprecipitato per l’emofilia A e criosurnatante 
per l’emofilia B. L’intervallo tra le trasfusioni dipende dall’attività 
residua del fattore e da parametri clinici come la taglia del soggetto o la 
sua attività. [22] 
Il controllo di forme gravi di emofilia è molto difficile a causa delle 
emorragie ricorrenti e, spesso, gli animali sono sottoposti ad eutanasia 
per la scarsa qualità della vita, o muoiono in seguito ad imponente 
emorragia entro il primo anno di vita. [22] 
 
3.1.2 MALATTIA DI VON WILLEBRAND 
E’ un disordine dell’emostasi molto comune nel cane, diagnosticato in 
molte razze diverse. La malattia è causata dalla mancanza o da una 
riduzione dei livelli ematici del Fattore di Von Willebrand, strettamente 
correlato al Fattore VIII. La sintesi di questo fattore è controllata da un 
gene autosomico, ed avviene, nel cane, a livello delle cellule endoteliali, 
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e la sua funzione principale è quella di mediare l’adesione piastrinica al 
subendotelio, tramite il legame con specifici recettori. [22] 
Nel cane si riconoscono almeno tre tipi di questa malattia, in base 
all’espressione fenotipica della mutazione genica: 
Tipo I – è un difetto di tipo quantitativo, caratterizzato da una carenza 
generalizzata di diversi multimeri del fattore. E’ la forma più comune e 
meno grave. [22] 
Tipo II – è un difetto di tipo qualitativo, mancano solo i multimeri con 
più alto peso molecolare, e più attivi nel processo emostatico. 
Tipo III – forma più grave e rara, caratterizzata da mancanza assoluta del 
fattore. [22] 
La trasmissione della malattia avviene in due modi diversi. Una è legata 
ad un carattere autosomico recessivo, in cui solo i soggetti omozigoti 
manifestano la malattia, l’altra legata ad un carattere autosomico 
dominante a penetranza incompleta, per cui gli animali con il gene 
anormale possono manifestate la malattia od essere asintomatici. [22] 
I quadri clinici di questa patologia sono molto variabili, e molto spesso 
si manifestano in seguito ad interventi chirurgici anche poco invasivi. E’ 
da segnalare la presenza di claudicazione per organizzazione di coaguli a 
livello delle masse muscolari degli arti, in seguito ad emorragie a carico 
dei vasi muscolari e periostali. [22] 
Quando la malattia si presenta in forma grave, si manifesta una elevata 
mortalità neonatale. [22] 
Da un punto di vista diagnostico, i valori di piastrine, PT, fibrinogeno e 
FDP risultano normale, e il valore dell’aPTT può essere normale o 
allungato. Per una diagnosi certa, sono quindi necessarie analisi dirette, 
ed in particolare per i tipi I e II è disponibile un test ELISA specifico per 
uso veterinario. [22] 
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Non esiste una terapia in grado di guarire la malattia, ma è possibile 
tenerla sotto controllo tramite trasfusioni di sangue intero, di plasma 
fresco, fresco congelato o di crioprecipitati plasmatici. E’ possibile 
anche impiegare farmaci che determinano la liberazione delle riserve di 
FVW. [1] 
 
3.1.3 ALTRI DISORDINI EREDITARI DELL’EMOSTASI 
Le altre carenze identificate, oltre a quelle già trattate, sono molto meno 
frequenti, e riguardano particolari razze o famiglie. [22] 
Deficienza di Fibrinogeno. Sono state riconosciute diverse forme di 
deficienza del Fibrinogeno, sia quantitative, afibrinogenemia e 
ipofibrinogenemia, sia funzionali, disfibrinogenemia e 
ipodisfibrinogenemia. L’afibrinogenemia, cioè la mancanza totale di 
fibrinogeno, è molto rara e causa una grave diatesi emorragica. [22] 
Una carenza ereditaria di questo fattore è molto meno comune di quella 
acquisita, e raramente è associata a carenza di altri fattori. [22] 
La diagnosi definitiva è effettuata tramite test specifici per la 
determinazione del fibrinogeno, in quanto questa patologia determina 
allungamento dei risultati di tutti a test di screening. [22] 
La terapia di elezione per questa malattia è la trasfusione con 
crioprecipitato, che permette l’introduzione nell’organismo di alte quote 
di Fibrinogeno in un ridotto volume, ma l’infusione endovenosa di 
plasma fresco congelato è un’alternativa. [22] 
Deficienza di protrombina. Questo disordine emostatico è piuttosto raro, 
e colpisce un ristretto numero di razze canine. [22] 
Da un punto di vista diagnostico, causa l’allungamento dei tempi di PT e 
aPTT, con valori normali di Fibrinogeno, e la diagnosi differenziale 
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include la deficienza dei singoli fattori della via comune, e carenze 
combinate dei fattori dipendenti dalla vitamina K. [22] 
La trasmissione della malattia è a carattere autosomico recessivo, i 
soggetti eterozigoti sono asintomatici, mentre gli omozigoti presentano 
un’attività residua del FII compresa tra il 2 e il 20%. In questi animali, le 
manifestazioni cliniche consistono soprattutto in emartrosi ed emorragie 
in seguito a chirurgia. [22] 
La terapia consiste nella somministrazione endovenosa si plasma fresco 
congelato o criosurnatante. [22] 
Deficienza di FVII. Nel cane questo difetto è stato riscontrato nel 
Beagle, in cui da origine a forme di diatesi emorragica lievi o moderate, 
spesso scoperte in seguito ad interventi chirurgici; mentre nel Malamute 
è associato a segni clinici importanti come formazione di ematomi ed 
emorragie mortali. [22] 
Questa carenza determina un allungamento del tempo del PT, con valori 
di aPTT e Fibrinogeno normali. [22] 
Nelle forme gravi è possibile intervenire con trasfusioni di plasma fresco 
congelato o criosurnatante ogni 8-12 ore, a causa della breve emivita del 
FVII. 
Deficienza di FX. Il Fattore X, insieme al suo cofattore FV, ha un ruolo 
importante nella formazione  della trombina, per questo, una mancanza 
assoluta di questo fattore è letale. Una deficienza parziale, riscontrata in 
cane, uomo e gatto, determina sintomi piuttosto gravi come formazione 
di ematomi, epistassi spontanea e gravi emorragie dopo un trauma o 
chirurgia. [22] 
Dal punto di vista diagnostico si verifica allungamento dei valori di PT e 
aPTT, con Fibrinogeno normale. La terapia è la stessa utilizzata nella 
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deficienza di FVII, ma con intervalli di 12-24 ore, a causa della lunga 
emivita del FX. [22] 
Deficienza di FXI. Questo fattore è importante nelle fasi iniziali del 
processo coagulativo, e un suo difetto determina sindromi emorragiche 
di lieve entità, con manifestazioni cliniche soprattutto nei soggetti con 
attività residua del fattore al disotto del 30%. Le emorragie spontanee 
sono rare e la diagnosi segue di solito un intervento chirurgico o un 
trauma. [22] 
Questa carenza provoca un allungamento del valore del aPTT, con PT e 
Fibrinogeno normali, e nella diagnosi differenziale rientrano l’emofilia 
A e B. 
La diagnosi definitiva si ottiene con il test specifico per la valutazione 
dell’attività del Fattore XI. [22] 
La terapia è la medesima della deficienza di FX. [22] 
Deficienza di FXII e Fattori di Contatto. Questo gruppo include, oltre al 
FXII, la Precallicreina e il Chininogeno ad alto peso molecolare. La 
carenza di questi fattori determina solo raramente sintomi di tipo 
emorragico. Si riscontrano valori molto elevati nel aPTT, con PT e 
Fibrinogeno normali, e la diagnosi si ottiene tramite test funzionali 
specifici. [22] 
Di solito i soggetti affetti da questa patologia non vengono trattati in 
alcun modo. [22] 
Deficienze combinate di Fattori dipendenti dalla Vitamina K. I fattori 
che dipendono dalla vitamina K per formare complessi attivi sono: FII, 
FVII, FIX e FX. Forme di carenze combinate di tali fattori sono molto 
rare, a carattere recessivo, e di solito interessano solo alcune famiglie, 
ma sono state recentemente riconosciute nel Labrador Retriver. [22] 
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I segni clinici sono molto variabili e si possono avere coagulopatie da 
moderate a gravi, fino all’emorragia mortale in alcuni casi. [22] 
La diagnosi si basa sull’allungamento di PT e aPTT, con fibrinogeno 
normale, sull’esclusione di una carenza acquisita di vitamina K, 
indubbiamente più frequente, e quindi su esami specifici. [22] 
Nei soggetti che si presentano con una grave emorragia, è necessaria una 
trasfusione, ma in seguito si ha normalizzazione dei valori con 
somministrazione di Vitamina K. [22] 
 
3.2 PRINCIPALI DISORDINI ACQUISITI 
Disordini acquisiti della coagulazione sono più comuni di quelli 
ereditari, e possono essere dovuti a diverse cause, tra cui una deficienza 
acquisita dei fattori plasmatici, un difetto di sintesi dei fattori per malattia 
epatica, difetto di attivazione dei fattori per carenza di vitamina K, 
acquisizione di inibitori della coagulazione e difetti della fibrinolisi. [23] 
Le deficienze acquisite dei fattori plasmatici della coagulazione, sia 
quantitative che funzionali, sono di solito caratterizzate da carenze 
combinate di più fattori, a contrario di quanto avviene per quelle 
ereditarie. [23] 
I difetti della fibrinolisi sono costituiti da una lisi accelerata del coagulo 
di fibrina, che avviene prima che il vaso sia riparato completamente, 
determinando emorragia. Questo disordine è causato da patologie che 
aumentano gli attivatori del plasminogeno, diminuiscono gli inibitori del 
plasminogeno, o entrambi, come avviene nel corso di alcune neoplasie e 
nella coagulazione intravasale disseminata. [23] 
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3.2.1 PATOLOGIE EPATICHE 
Il fegato è responsabile della produzione dei fattori plasmatici della 
coagulazione e degli anticoagulanti. Risulta evidente come una patologia 
a carico di questo organo può portare a deficienze combinate di tali 
fattori. [23] 
Animali con patologie epatobiliari manifestano sintomi di coagulopatie 
che possono variare da forme subcliniche a sanguinamenti spontanei, e 
in soggetti affetti da insufficienza epatica si riscontra spesso grave 
emorragia. [23] 
In questo tipo di problemi si hanno allungamento del PT e del aPTT, e 
riduzione del fibrinogeno. Nel caso in cui queste alterazioni siano 
marcate, la prognosi non è favorevole, ma se le alterazioni sono 
moderate o assenti, non è comunque scongiurato il rischio di emorragia, 
soprattutto in corso di interventi chirurgici. [23] 
La terapia in questi casi consiste nella somministrazione di vitamina K, e 
nella trasfusione con plasma fresco congelato. [23] 
 
3.2.2 DEFICIENZA DI VITAMINA K 
La carenza di vitamina K è spesso responsabile di alterazioni della 
coagulazione. Alcuni dei fattori plasmatici che intervengono 
nell’emostasi dipendono, infatti, da questa vitamina per la loro 
attivazione. [23] 
Le principali cause della deficienza di vitamina K sono l’inadeguato 
assorbimento intestinale, o la mancata utilizzazione a livello epatico. In 
corso di ostruzione biliare, colestasi, malattia epatica infiltrativa e 
somministrazione prolungata di antibiotici, si può andare incontro ad una 
riduzione dell’assorbimento di questa vitamina. [23] 
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La causa principale di questo difetto, nella clinica dei piccoli animali, 
resta però l’intossicazione da rodenticidi. Queste sostanze agiscono 
bloccando irreversibilmente l’attività di una reduttasi epatica (epoxide), 
enzima responsabile dell’utilizzazione della vitamina K da parte del 
fegato. Segni di diatesi emorragica insorgono solo nel momento in cui si 
esauriscono le riserve di vitamina K, generalmente diversi giorni dopo 
l’ingestione del veleno, e si possono manifestare come emorragie 
esterne, oppure come versamenti ematici nelle principali cavità 
dell’organismo. Proprio il ritardo nell’insorgenza dei sintomi, e quindi 
dell’intervento terapeutico, determina spesso la morte dell’animale per 
shock emorragico. [23] 
Nell’intossicazione da dicumarinici sia il valore del PT che quello del 
aPTT sono aumentati, mentre il fibrinogeno risulta normale. La terapia 
consiste nella somministrazione di vitamina K e trasfusioni nei casi con 
emorragia imponente. [23] 
 
3.2.3 INIBITORI ACQUISITI DELLA COAGULAZIONE 
Anticorpi diretti contro il FVIII. Questo tipo di anticorpi sono stati 
riconosciuti in pazienti umani con emofilia A, sottoposti ad un 
trattamento per reintegrare il Fattore VIII, e si riscontrano più facilmente 
in pazienti con una grave carenza del Fattore. Questo disordine può 
anche manifestarsi come un fenomeno autoimmune, di solito associato 
ad altre patologie preesistenti come il Lupus Eritematoso Sistemico, 
artrite reumatoide, processi infiammatori a carico dell’intestino. [23] 
Le manifestazioni di questa patologia sono di solito piuttosto gravi, 
soprattutto con emorragie spontanee, che non rispondono alla terapia 
classica. [23] 
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La diagnosi avviene tramite il riscontro dell’allungamento del valore del 
test aPTT, che non si corregge mescolando il plasma campione con 
plasma normale, come avviene invece per la carenza di FVIII ereditaria. 
[23] 
La terapia, nei casi su base autoimmune, è costituita dalla terapia per la 
malattia sottostante, associata a terapia immunosoppressiva. [23] 
Sindrome da inibitori dei fosfolipidi. Questa sindrome sviluppa, di 
solito, in pazienti affetti da patologie autoimmuni, e consiste nella 
produzione di anticorpi diretti contro i fosfolipidi (APLA). La presenza 
di questi anticorpi determina un allungamento del valore del aPTT che, 
come nel caso precedente, non è corretto mescolando il plasma con uno 
normale. La diagnosi certa si ottiene da saggi immunoenzimatici 
specifici. La prevalenza e la rilevanza clinica di questo tipo di disordine, 
non sono ancora state chiarite in medicina veterinaria. [23] 
Sovradosaggio di eparina. L’eparina non frazionata (UFH) è molto 
utilizzata in medicina veterinaria, ma la farmacocinetica di questa 
sostanza è molto complessa, a causa della sua forte capacità di legarsi a 
proteine e molecole, e alla sua emivita dose-dipendente. Il rischio 
maggiore in caso di eccesso di eparina è l’emorragia, che però di solito 
si manifesta come un problema transitorio, a causa della breve emivita 
della molecola. [23] 
Soggetti che manifestano gravi emorragie per eccesso di eparina possono 
essere trattati con protamina solfato, un polipeptide in grado di legare 
l’eparina e neutralizzarne immediatamente l’effetto anticoagulante. [23] 
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3.3 DISORINI TROMBOTICI E COAGULAZIONE INTRAVASALE 
DISSEMINATA 
3.3.1 TROMBOSI E TROMBOEMBOLISMI 
La trombosi è la parziale o totale ostruzione di un vaso ematico, che si 
sviluppa a partire da fattori predisponesti come una lesione vasale, 
l’alterazione del circolo ematico, per esempio turbolenze o stasi, e 
l’ipercoagulabilità del sangue. Questi fattori possono presentarsi 
singolarmente od agire in sinergia nella formazione del trombo. [24] 
L’embolo è il distacco del trombo, o di una parte di esso, che va ad 
occludere un vaso in un sito lontano da quello di origine. [24] 
L’ipercoagulabilità è determinata, di solito, da un’eccessiva espressione 
del TF in corso di patologie infiammatorie o neoplasie, ma anche da una 
carenza degli inibitori antitrombina, Proteina C e TFPI. Negli animali la 
carenza di questi inibitori è acquisita e dipende da un aumento della loro 
perdita in corso di insufficienza renale, un eccesso di consumo, come 
nella CID, e da una riduzione della sintesi in corso di insufficienza 
epatica. Mentre con i primi due meccanismi si può facilmente arrivare a 
fenomeni trombotici, con l’insufficienza epatica si hanno generalmente 
manifestazioni opposte a causa della ridotta produzione di molti fattori 
plasmatici della coagulazione. [24] 
I disordini trombotici, attualmente molto comuni nei pazienti umani, 
colpiscono più raramente gli animali. [24] 
Nel cane sembra che siano molte le condizioni associate a fenomeni 
trombotici, e tra queste le più frequenti sono neoplasie, anemia emolitica 
immunomediata, necrosi pancreatica, iperadrenocorticismo, nefropatia 
con perdita di proteine, e molti dei soggetti affetti presentano più fattori 
predisponenti contemporaneamente. Nel cane, questo disordine colpisce 
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sia le vene che le arterie con fenomeni trombo-embolici, e conseguente 
interessamento di numerosi organi. [24] 
Nefropatie proteino-disperdenti. L’ipercoagulabilità associata alle 
nefropatie, è dovuta soprattutto alla perdita di antitrombina dal filtro 
glomerulare. Concomitanti iperfibrinogenemia, ipercolesterolemia, alti 
livelli di FVIII e ipofibrinolisi, contribuiscono al rischio di 
tromboembolismi. La perdita renale di albumina, con ipoalbuminemia, è 
associata, nel cane, ad una maggiore aggregabilità piastrinica. [24] 
Neoplasie. Sia in medicina veterinaria che in medicina umana c’è una 
stretta correlazione tra alcuni tipi di tumore, e l’incidenza di problemi 
tromboembolici. Questo è dovuto alla produzione di citochine 
infiammatorie e sostanze procoagulanti, da parte delle cellule tumorali, 
in associazione ad un’acquisita resistenza alla Proteina C attivata, ed a 
ridotta fibrinolisi. Fattori non specifici, ma che contribuiscono alla 
formazione di trombi in corso di neoplasia, sono: invasione dei vasi da 
parte del tumore, presenza di cateteri venosi, chemioterapia, immobilità 
del paziente e terapia con corticosteroidi. [24] 
Anemia emolitica immunomediata. Nel corso di anemia emolitica 
immunomediata, la principale causa di morte è dovuta a 
tromboembolismi, con un’incidenza compresa tra il 30% e l’80%. Le 
alterazioni più comuni, negli esami di laboratorio consistono in 
iperfibrinogenemia, alta concentrazione di D-dimero, e bassi livelli di 
antitrombina. [24] 
Necrosi pancreatica acuta. La pancreatite è associata a fenomeni 
trombotici nel cane, ma anche nel gatto. Questo è dovuto al fatto che le 
cellule pancreatiche danneggiate producono fattore tissutale e citochine 
infiammatorie. Si verificano anche un aumento dell’attività dello 
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inibitore del plasminogeno PAI-1, un aumento dell’attivatore tPA, 
iperfibrinogenemia e aumento dell’aggregabilità piastrinica. [24] 
Iperadrenocorticismo. Morbo di Cushing e terapie corticosteroidee sono 
considerate un fattore di rischio per la formazione di trombi nel cane, ma 
il meccanismo patogenetico non è ancora stato chiarito, così come non è 
stata stabilita la relazione tra incidenza di tromboembolismi e dose o 
durata della terapia corticosteroidea. [24] 
Nella diagnosi dell’ipercoagulabilità e dei fenomeni tromboembolici, 
oltre ai test di screening per la coagulazione, sono utilizzati il test del D-
dimero, e la valutazione dell’attività dell’antitrombina. La diagnosi 
clinica di questa patologie non è semplice, in quanto i sintomi sono 
spesso comuni a quelli di numerose altre patologie, anche in dipendenza  
dal sito di formazione del trombo o da quello di arresto dell’embolo. 
[24] 
 
3.3.2 COAGULAZIONE INTRAVASALE DISSEMINATA (CID) 
Questa patologia riflette un complesso stato di alterazione dell’equilibrio 
emostatico, che porta alla formazione di trombi a livello dei capillari 
ematici. [25] 
Sono molte le condizioni predisponenti la CID, ma nel cane e nel gatto, 
le più comuni sono rappresentate da neoplasie e infiammazioni 
sistemiche. [25] 
Il meccanismo patogenetico è basato sull’eccessiva produzione di 
trombina, dovuta all’ alterata attivazione della coagulazione. [25] 
Il processo della CID si distingue in tre fasi: 
- Inizio: si verifica una eccessiva espressione di TF, in seguito a un 
danno vascolare imponente, o una sua espressione aberrante su cellule 
endoteliali e monociti, per esempio in corso di sepsi, determinata dalle 
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citochine infiammatorie. Anche le cellule di alcuni tumori producono 
TF. L’eccessiva produzione di fattore tessutale fa sì che il suo inibitore, 
il TFPI, non sia in grado di controllare l’alterazione, anche perché è in 
parte inibito dalle citochine infiammatorie prodotte. [25] 
- Progressione/disseminazione: caratterizzata da una grande produzione 
di trombina attraverso il sistema intrinseco, tramite la quale si forma 
fibrina polimerizzata. L’incontrollata e sistemica produzione di 
trombina, porta alla formazione diffusa di trombi a livello capillare. Il 
processo di fibrinolisi, in questa situazione, si attiva, ma non è in grado 
di garantire la pervietà dei vasi interessati. [25] 
- Prosecuzione: si instaura un meccanismo di auto-prosecuzione, dovuto 
all’infiammazione. L’iniziale infiammazione, infatti, stimola il processo 
coagulativo, ma alcuni fattori della coagulazione, come la trombina, 
hanno attività proinfiammatoria. [25] 
Come per gli altri disordini trombotici, i sintomi possono essere 
aspecifici, per questo, la diagnosi clinica della CID non è semplice. Le 
alterazioni per quanto riguarda gli esami di laboratorio sono: 
allungamento dei valori di PT e aPTT, trombocitopenia, 
ipofibrinogenemia, bassa attività dell’antitrombina e alto valore degli 
FDP o del test del D-dimero. [25] 
Il trattamento della coagulazione intravasale disseminata, consiste prima 
di tutto nel trattare la patologia o il sottostante fattore predisponente, con 
lo scopo di interrompere il ciclo della CID. Questa terapia è 
accompagnata da trasfusioni, meglio con derivati contenenti alcuni 
componenti, piuttosto che il sangue intero. In medicina umana sono 
utilizzati prodotti contenenti AT, TFPI e Proteina C, con buoni risultati, 
ma in medicina veterinaria questo prodotti non sono disponibili o 
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utilizzabili, oltre ad essere molto costosi. La terapia anticoagulante a 
base di eparina è da utilizzare con cautela. [25] 
 
 
 
Tabella 3.1: Alterazioni delle più comuni coagulopatie su Tempo di Protrombina, 
Tempo di Tromboplastina Parziale attivata e Fibrinogeno. 
                     N = normale; A = aumentato; N/A = normale o aumentato; 
                     R = ridotto. 
 
 
 PT aPTT Fibrinogeno 
Emofilia A e B N A N 
Malattia di Von 
Willebrand 
N N/A N 
Patologia epatica A A R 
Intossicazione da 
dicumarinici 
A A N 
CID A A A 
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CAPITOLO 4 
INTERVALLI DI RIFERIMENTO E 
CONTROLLI DI QUALITA’ 
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4.1 DETERMINAZIONE DEGLI INTERVALLI DI RIFERIMENTO 
Per definizione, i valori di riferimento sono un predeterminato gruppo di 
valori ottenuto da una popolazione di animali sani, appositamente scelti 
a questo scopo, che servono a fornire una base comparativa. [26] 
La presenza di un intervallo di riferimento per i risultati di un test, è 
indispensabile per riuscire a distinguere un valore fisiologico da un 
valore alterato. L’ampiezza di tale intervallo è decisa considerando sia la 
variabilità dei valori di uno stesso soggetto in momenti diversi, che la 
variabilità presente tra soggetti diversi. [26] 
Quando, all’interno di un laboratorio, è necessario stabilire l’intervallo 
di riferimento di un analita, si può decidere di stabilirlo ex novo, o di 
utilizzarne uno proveniente da un’altra fonte. [26] 
Il Clinical and Laboratory Standards Institute, insieme all’ American 
Society of Veterinary Clinical Pathology e all’ European Society of 
Veterinary Clinical Pathology, hanno stabilito delle linee guida per la 
procedura di definizione ex novo degli intervalli di riferimento. Uno dei 
punti fondamentali di queste linee guida, era quello di scegliere 
un’appropriata popolazione di riferimento, utilizzando il metodo “a 
priori” in cui i criteri di selezione sono stabiliti prima che avvenga il 
campionamento. Nella pratica, questi parametri sono in gran parte 
ignorati, in quanto ritenuti troppo teorici ed esigenti, ed in particolare 
nell’ambito della clinica veterinaria, il metodo più utilizzato per la scelta 
della popolazione base, è quello “a posteriori”. Con questo metodo la 
popolazione è scelta a partire da un archivio, in cui sono presenti tutti i 
soggetti che sono stati sottoposti al test di interesse, per motivi diversi, 
per esempio donatori di sangue, o in caso di controlli preoperatori. [26] 
Questo metodo è utilizzato con successo sia in medicina veterinaria che 
umana, ma è necessario fare attenzione a non inserire un numero troppo 
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grande di soggetti non sani, nella popolazione di riferimento. Solo dopo 
aver selezionato la popolazione di riferimento, si può pensare a quali 
metodi statistici sono più appropriati per analizzare i dati. [26] 
Con questi metodi si stabiliscono anche i valori outliers, cioè quelli 
estremamente distanti dagli altri, al fine di eliminarli. Come è logico, 
questi valori sono più spesso forniti dai soggetti malati, che da quelli 
sani. [26] 
Se i dati sono distribuiti secondo la curva Gaussiana, i valori di 
riferimento possono essere facilmente stabiliti con metodi parametrici, 
ovvero considerando l’intervallo che abbia come centro la media 
aritmetica dei valori e limiti costituiti da più e meno due deviazioni 
standard. In questo modo il 95% circa dei soggetti sani rientrano nei 
valori di riferimento. [26] 
In alternativa si possono utilizzare ben determinati percentili, in 
particolare il 2,5° e il 97,5°, comprendendo ugualmente il 95% della 
popolazione. [38] 
Se i dati sono distribuiti secondo una curva diversa dalla Gaussiana, si 
devono utilizzare metodi non parametrici. Teoricamente, per stabilire un 
intervallo di riferimento con metodi non parametrici, sono sufficienti 39 
campioni, ma nella pratica, è molto raccomandato non scendere al di 
sotto dei 120 campioni. [26] 
Considerando che non tutti i laboratori hanno a disposizione grandi 
numeri di dati, o di personale che si possa occupare di procedure lunghe 
e impegnative, la tecnica del trasferimento degli intervalli di riferimento 
offre una valida alternativa in questi casi. Questa tecnica consiste nel 
testare 20 campioni e paragonarne i valori ad intervalli di riferimento 
provenienti da altra fonte (altri laboratori, o il fabbricante dello 
strumento utilizzato per l’analisi), o a quelli di un metodo già utilizzato, 
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nel caso in cui il laboratorio voglia sostituirlo. L’intervallo di 
riferimento risulta valido nel caso in cui i valori di due campioni al 
massimo cadano fuori di questo intervallo. E’ invece da considerare 
errato per il laboratorio se cinque o più valori cadono al di fuori 
dell’intervallo. Nel caso in cui tre o quattro valori non corrispondano, si 
ripete la procedura con altri 20 campioni. [26] 
 
4.2 VALIDAZIONE DEI TEST 
Le procedure di validazione dei test e i controlli di qualità sono simili 
per molti aspetti. Lo scopo di un test è quello di rispondere a determinate 
domande che il clinico si pone in seguito alla visita del paziente. Ed è 
compito delle procedure di validazione, eseguite al momento 
dell’introduzione del test in laboratorio, assicurarsi che i test rispondano 
in modo appropriato a tali domande. Un punto importante di tali 
procedure, è capire se il test fornisce risultati con una qualità tale da 
permettere di prendere una decisione clinica, ed è qui che intervengono i 
controlli di qualità. [27] 
La validazione di un test diagnostico riguarda soprattutto la precisione, 
l’accuratezza, la specificità e la sensibilità. [27] 
Precisione: E’ la misura della vicinanza di una serie di misurazioni dello 
stesso materiale. Si distingue in precisione intra-saggio (per esempio nello 
stesso giorno) e inter-saggio (tra giorni diversi). E’ generalmente espressa 
in percentuale e per calcolarla si utilizza la deviazione standard. [27] 
La precisione intra-saggio può essere stabilita sia misurando diversi 
campioni due volte, sia misurando numerose volte lo stesso campione. Il 
metodo più utilizzato nella pratica è il primo. I valori dei campioni sono 
divisi in tre gruppi in base alla concentrazione dell’analita (bassa, media 
e alta), e quindi per ogni gruppo si calcola la deviazione standard. Se le 
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deviazioni standard dei gruppi differiscono molto tra loro, può essere 
usato il test statistico di Fisher. [27] 
Per stabilire la precisione inter-saggio di un test, è necessario avvalersi 
di almeno tre campioni, rispettivamente con bassa, media ed alta 
concentrazione dell’analita. Questi campioni sono analizzati due volte al 
giorno per almeno 5 giorni, e se ne calcolano valori medi, deviazioni 
standard e coefficienti di variazione. Durante questo periodo i campioni 
devono essere conservati correttamente. [27] 
Accuratezza: E’ di solito definita come la concordanza tra il valore 
medio di una serie di misurazioni dello stesso materiale, e il valore vero. 
In questo ambito si distinguono un errore sistematico costante, che si 
verifica quando le misurazioni sono sempre più alte o più basse del 
valore vero; e un errore sistematico proporzionale, che significa che le 
differenze tra i due valori  sono correlate alla concentrazione 
dell’analita. Considerato che è pressoché impossibile reperire un 
campione specie specifico con valore “vero” dell’analita, universalmente 
riconosciuto, l’accuratezza è generalmente determinata con i metodi di 
recupero a picco, controlli della linearità, utilizzando il materiale di 
controllo o con la comparazione tra metodi. [27] 
Nel recupero a picco la concentrazione dell’analita nei campioni è 
misurata prima e dopo l’aggiunta di una quantità nota di analita. Nei 
controlli della linearità le misurazioni avvengono prima e dopo la 
diluizione dei campioni con una sostanza appropriata. [27] 
Si può utilizzare materiale di controllo fornito dal fabbricante, con valori 
dell’analita prestabiliti. Questa sostanza standard deve essere analizzata 
20-40 volte, dopo di ché, utilizzando il test statistico di Student si valuta 
la differenza tra il valore medio ottenuto e quello atteso. [27] 
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La comparazione tra metodi serve per valutare l’entità dell’errore 
sistematico di un metodo, comparandolo con un altro, definendo se la 
differenza tra i due metodi è accettabile. [27] 
Sensibilità e Specificità: Dopo aver testato un certo numero di campioni, 
si suddividono in quelli con valore normale, all’interno dell’intervallo di 
riferimento, e quelli con valore alterato. La sensibilità si ottiene dal 
rapporto tra il numero dei malati il cui risultato è alterato e il numero 
totale dei malati. La specificità si ottiene dal rapporto tra il numero dei 
soggetti non malati con risultato del test normale e il numero totale dei 
soggetti non malati. [27] 
 
4.3 CONTROLLI DI QUALITA’ 
I controlli di qualità sono stati introdotti nel laboratori medici in tempi 
relativamente recenti, per controllare le performances dei processi 
analitici.  
Il concetto di qualità ha subito una costante evoluzione nel tempo, e, 
soprattutto in campo medico, è richiesta una qualità sempre maggiore dei 
mezzi diagnostici, spesso accompagnata dalla necessità di contenere i 
costi. Per far fronte a queste necessità è nato, in ambito industriale, il 
cosiddetto “Total Quality Management” (TQM), che fornisce sia una 
filosofia gestionale per lo sviluppo dell’organizzazione, sia un sistema 
per l’incremento della qualità, in tutti gli aspetti del lavoro. Gli stessi  
principi del QTM sono stati, poi, adottati da molti laboratori in campo 
medico. [28]; [29] 
La qualità è definita come la conformità alle richieste dell’utente, e la 
soddisfazione dei suoi bisogni e aspettative. I costi, in questo ambito, 
possono, dunque, essere interpretati come “costi di conformità”, ovvero 
sostenuti per ottenere la conformità alle aspettative dell’utente. Per 
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esempio la calibrazione degli strumenti all’interno di un laboratorio, 
rappresenta un costo sostenuto al fine di evitare variazioni relative a 
carenza di precisione e accuratezza, così come i controlli di qualità 
rappresentano un costo per la valutazione delle prestazioni, che possono 
evitare la ripetizione delle analisi e conseguenti inutili spese. In 
definitiva, un miglioramento della qualità porta anche ad una riduzione 
dei costi. [29] 
I principi del TQM sono stati formalizzati in un sistema di gestione della 
qualità che, per i laboratori medici, comprende: 1) qualità dei processi di 
laboratorio (QLP); 2) controllo di qualità (QC); 3) valutazione della 
qualità (QA); 4) sistemi di qualità (QS). [29] 
La QLP comprende i processi analitici e in generale le politiche, pratiche 
e procedure che definiscono le modalità di attuazione del lavoro in tutti i 
suoi aspetti. Il QC enfatizza le procedure di controllo statistico, ma 
include anche quelle non statistiche come i controlli della linearità o il 
controllo delle temperature. 
La QA è applicata con misure e controlli più generali delle prestazioni 
del laboratorio, come l’identificazione dei campioni e dei pazienti, 
l’utilità dei test, il tempo che intercorre tra la richiesta dell’analisi e la 
registrazione dei risultati. Questa procedura, di per sé non migliora le 
performances, e si rende, quindi, necessario identificare ed eliminare la 
causa del problema. [29] 
Per sistemi di qualità (QS) si intende l’insieme degli elementi che 
devono essere messi in atto nell’organizzazione del lavoro, in modo tale 
da raggiungere gli obiettivi di qualità stabiliti. [29] 
E’ importante distinguere controlli di qualità interni al laboratorio, 
costituiti da tutte le operazioni che si mettono in atto nel singolo 
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laboratorio, dai controlli di qualità esterni, che confrontano le 
prestazioni di diversi laboratori. [29] 
Per quanto riguarda il controllo di qualità interno, questo dovrebbe 
essere applicato a tutto il processo diagnostico, ovvero alla fase pre-
analitica, che riguarda il campionamento e la manipolazione del 
campione, alla fase analitica vera e propria, e a quella post-analitica, 
riguardante la registrazione dei risultati. [28] 
Dove il controllo di qualità riguarda solo la fase analitica, con un 
approccio prevalentemente statistico, è fortemente raccomandato 
utilizzare e seguire rigorosamente una Procedura Operativa Standard 
(POS). Questo tipo di procedura, prende in considerazione molte 
importanti fonti di variabilità e di errore, come l’uso dell’anticoagulante 
adatto, la quantità di campione da immettere nelle provette, o 
l’identificazione del campione, e consente di ridurre al minimo gli errori 
nelle fasi pre-analitica e post-analitica. [28] 
 
4.3.1 CONTROLLO DELLE VARIABILI IN FASE PRE – ANALITICA 
Stabilire un metodo efficace per un controllo di qualità a questo livello, 
risulta difficile, in quanto intervengono molti fattori che sono al di fuori 
della tradizionale area del laboratorio, per questo è necessaria 
comunicazione e coordinazione tra numerosi individui e reparti. [29] 
Identificazione dei pazienti – Risulta essere una importante fonte di 
errore, soprattutto nei laboratori in cui avviene la compilazione manuale 
dei moduli di richiesta delle analisi e delle etichette, mentre con i sistemi 
di identificazione che utilizzano codici a barre, si minimizza questa fonte 
di errore. [29] 
Turnaround time – Si intende il tempo trascorso tra la richiesta di un test 
e la registrazione del risultato. Ritardi e smarrimenti di campioni o 
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moduli di richiesta, portano ad un inaccettabile allungamento dei tempi, 
per cui nella pratica sarebbe necessario registrare l’ora al momento del 
prelievo, della ricezione dei campioni in laboratorio, e della trascrizione 
del risultato del test. [29] 
Registrazione in laboratorio- Quando i campioni arrivano al laboratorio, 
è necessario verificare che i dati presenti sul modulo di richiesta delle 
analisi corrispondano a quelli presenti sulle provette. Inoltre, bisogna 
assicurarsi che i campioni abbiano un volume adeguato, e che non siano 
presenti anomalie che potrebbero alterare i risultati delle analisi, come 
emolisi o lipemia. I campioni devono, dunque, essere conservati 
adeguatamente e i dati relativi all’identificazione e l’ora di arrivo 
devono essere annotati sull’apposito registro. [29] 
Errori di trascrizione – Nei laboratori in cui non sono messe in atto 
l’identificazione e la registrazione elettronica, si può incorrere in errori 
di trascrizione dovuti all’inserimento manuale dei dati. 
L’informatizzazione riduce questo tipo di errori, in quanto i sistemi 
computerizzati sono dotati di programmi in grado di riconoscere gli 
errori più comuni. [29] 
Preparazione del paziente – I test di laboratorio sono spesso influenzati 
da fattori dovuti al paziente, come la recente assunzione di cibo o 
farmaci, o lo stress, e una corretta preparazione del paziente è importante 
al fine di ottenere dei risultati significativi. Il laboratorio deve fornire le 
istruzioni e le procedure per la preparazione del paziente. [29] 
Prelievo del campione – Le tecniche di prelievo possono influenzare i 
risultati di alcuni test, così come l’uso di contenitori inappropriati o 
l’errata conservazione. [29] 
Trasporto del campione – I problemi di mantenimento della stabilità del 
campione si verificano nei casi in cui questi debbano essere spediti a 
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laboratori lontani dal luogo di prelievo. In questi casi, è compito del 
laboratorio rifiutare campioni che arrivino in uno stato di conservazione 
che evidentemente altererebbe i risultati delle analisi, per esempio un 
campione che arrivi congelato mentre avrebbe dovuto essere solo 
refrigerato. [29] 
Separazione di siero o plasma dal sangue e preparazione di aliquote – 
Nell’esecuzione di queste operazioni, le incognite sono dovute alla 
centrifugazione ed ai contenitori usati, oltre che al personale. I parametri 
della centrifugazione da controllare sono la velocità, il timer e la 
temperatura, mentre per quanto riguarda i contenitori utilizzati, come 
provette, pipette e tappi possono essere una fonte di Calcio o di 
contaminazioni con tracce di metalli. [29] 
 
4.3.2 CONTROLLO DELLE VARIABILI IN FASE ANALITICA 
Un laboratorio che abbia una continua ed efficiente attività necessita di 
procedure mirate a prevenire il verificarsi dei problemi. Alcune variabili 
possono essere individuate e controllate più facilmente in quanto 
interferiscono con molti sistemi analitici, mentre altre sono specifiche per 
i singoli metodi e necessitano dello sviluppo di procedure particolari. [29] 
Documentazione del processo analitico. E’ necessaria la presenza di un 
documento che fornisca passo per passo le istruzioni di cui un individuo 
necessita per eseguire con successo le singole operazioni del processo 
analitico. A questo scopo sono state create le Procedure Operative 
Standard, che consistono nell’accurata descrizione dei singoli passaggi e 
dei materiali da utilizzare nell’esecuzione di un test analitico. Queste 
procedure sono specifiche per i singoli laboratori, e, come detto in 
precedenza, permettono di eliminare un gran numero di fonti di errore, 
standardizzando tutto il processo analitico. [28]; [29] 
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Controllo della competenza tecnica. Un’appropriata preparazione del 
personale di laboratorio è importante per garantire uniformità nelle 
tecniche e una costante validità dei risultati. [29] 
Controllo statistico dei metodi analitici. Le prestazioni dei metodi 
analitici solitamente sono monitorate attraverso l’analisi di campioni con 
concentrazione nota dell’analita, e seguente comparazione del valore 
ottenuto con quello atteso. I campioni a concentrazione nota dell’analita, 
sono chiamati materiali di controllo. [29] 
Materiali di controllo - E’ necessario che questi materiali siano forniti in 
forma stabile, in aliquote o provette e che siano utilizzabili per un lungo 
periodo di tempo, in quanto solitamente i laboratori fanno rifornimenti 
con periodicità annuale. E’ preferibile che il materiale di controllo abbia 
la stessa matrice dei campioni solitamente utilizzati per il test in esame 
(per esempio una matrice proteica per un test normalmente eseguito su 
siero di sangue). Generalmente i laboratori acquistano tali materiali da 
produttori specializzati. La forma più frequente di conservazione è la 
liofilizzazione, che necessita di ricostituzione con acqua distillata o 
specifico diluente. Sono disponibili anche materiali già in forma liquida, 
che eliminano i potenziali errori dovuti alla ricostituzione, ma la loro 
matrice può contenere diverse sostanze che possono essere fonte di 
errori. Differenti lotti dello stesso materiale possono avere 
concentrazioni diverse, per cui si rende necessario stabilire il valore 
medio e la deviazione standard per ogni lotto. La grandezza delle 
provette in cui i materiali arrivano deve essere adatta al metodo analitico 
da controllare e alle esigenze del laboratorio. Di solito contenitori più 
grandi sono meno dispendiosi ma non è possibile utilizzare in un 
secondo momento l’eventuale materiale rimasto. I prodotti di controllo 
possono essere acquistati come “dosati” o “non dosati”. Quelli “dosati” 
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sono forniti di valore medio, deviazione standard (DS) e di una lista di 
valori attesi in base alla concentrazione, ma sono più dispendiosi. 
Inoltre, è sempre consigliata la determinazione di valore medio e DS per 
i singoli laboratori, perché questo migliora le caratteristiche di 
prestazione delle procedure di controllo statistico. [29] 
Principi generali per i grafici di controllo - Un metodo comunemente 
usato per valutare i valori osservati per il materiale di controllo, è quello 
di utilizzare i grafici di controllo che permettono una rapida valutazione 
dei dati ottenuti. Questi grafici mettono in relazione i valori osservati 
(sull’asse delle x) con il tempo (sull’asse delle y). Sul grafico sono 
presenti anche i valori di riferimento, rappresentati con due linee 
orizzontali, una per il limite superiore e una per quello inferiore. Questi 
valori di riferimento sono ottenuti calcolando il valore medio e la 
deviazione standard dei valori di ripetute misurazioni e fissati 
solitamente a ±2 o 3 deviazioni standard dalla media, in modo da 
comprendere rispettivamente il 95% e il 99,7% dei valori. L’effetto dei 
valori outliers è minimizzato dall’eliminazione di tutti i valori che 
eccedono dalla media ± 3,1 - 3,8. La variabilità di questo fattore è 
dipendente dal numero di dati ( 3,14 per n = 30; 3,47 per n = 100; 3,66 
per n =200 e 3,83 per n = 400). Di solito il grafico è costituito dai dati 
ottenuti nell’arco di un mese, con una o due misurazioni giornaliere. Se 
il metodo analitico in esame sta operando appropriatamente, la maggior 
parte dei valori cadono all’interno dell’intervallo di riferimento, se c’è 
un problema di accuratezza i valori risultano spostati da un lato, e in 
gran parte cadono al di fuori di uno dei limiti; se è presente un problema 
di precisione, invece, i valori hanno un andamento fluttuante e possono 
eccedere sia il limite superiore che quello inferiore.  [29] 
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Fig 4.1: Esempio di un grafico di controllo. 
 
 
  
 
Identificazione delle fonti di errori analitici – I metodi di controllo 
statistico individuano la presenza di un problema che determina una 
diminuzione della qualità analitica rispetto a quella stabilita  per il 
laboratorio, ma non identifica la causa del problema, e  di conseguenza 
non la elimina. Nella pratica, un mezzo molto efficace per 
l’individuazione della causa di un problema, è quello di attuare 
un’ispezione del metodo analitico, degli strumenti e materiali utilizzati, 
dei reagenti e dei campioni, per assicurarsi che il test sia eseguito 
correttamente. E’ possibile eseguire anche brevi controlli di funzionalità 
degli strumenti, per distinguere errori di origine chimica da quelli dovuti 
agli strumenti. Il tipo di errore può, inoltre fornire un’indicazione sulla 
causa, per esempio un errore sistematico spesso dipende da un problema 
di calibrazione, mentre errori casuali dipendono da fattori come 
variazioni nella miscelazione di campioni e reagenti o stabilità della 
temperatura dell’acqua. [29] 
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4.3.3 CONTROLLI DI QUALITA’ ESTERNI 
Come già detto, oltre ai controlli interni ad ogni laboratorio, esistono 
controlli esterni che spesso sono sponsorizzati dalle ditte produttrici di 
materiale di controllo. Questi controlli vengono eseguiti con programmi 
che coinvolgono un certo numero di laboratori, incaricati di analizzare lo 
stesso lotto di materiale di controllo. I dati ottenuti dai laboratori sono 
spediti mensilmente alla ditta, dove vengono elaborati statisticamente 
dei resoconti che permettono di paragonare i risultati ottenuti dai vari 
laboratori. [29] 
Esistono anche le prove di idoneità per l’accreditamento dei laboratori, 
che consistono nel testare campioni simulati all’interno del laboratorio, 
al fine di stabilire la qualità delle prestazioni di laboratorio. Esistono 
controversie sulla validità di questo metodo, ma viene attualmente 
utilizzato per l’accreditamento dei laboratori. [29] 
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CAPITOLO 5 
PARTE SPERIMENTALE 
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5.1 INTRODUZIONE 
Questo lavoro si propone di studiare e rivalutare l’esecuzione dei test 
relativi all’emocoagulazione, in particolare Tempo di Protrombina (PT), 
Tempo di Tromboplastina Parziale Attivata (aPTT) e Fibrinogeno, 
eseguiti nei laboratori del Dipartimento di Clinica Veterinaria, della 
Facoltà di Medicina Veterinaria, dell’Università degli studi di Pisa, nella 
specie canina. 
Gli obbiettivi sono: 
- Rivalutazione degli intervalli di riferimento in uso nei due laboratori 
del Dipartimento di Clinica Veterinaria fino al 2009. 
- Elaborazione degli intervalli di riferimento mediante analisi statistica 
su due popolazioni di soggetti sani, relative ai due laboratori in esame. 
- Confronto degli intervalli di riferimento ottenuti, con quelli in uso nei 
laboratori di cui sopra fino al 2009, e attualmente in uso nel laboratorio 
unico del Dipartimento, che sono: PT =5,2-7.6 sec; aPTT = 9-20 sec; 
Fibrinogeno 100-400 mg/dL 
- Valutazione dell’importanza degli intervalli di riferimento nei singoli 
laboratori e sulle decisioni cliniche. 
I dati inizialmente raccolti erano costituiti da 633 profili coagulativi, 
eseguiti nel corso di due anni, il 2008 e il 2009, su soggetti di specie 
canina, felina ed equina, ma per queste ultime due specie il numero di 
dati era troppo esiguo per poter ottenere risultati significativi. Sono 
state, quindi, considerate le analisi eseguite sui cani nei due laboratori 
del Dipartimento di Clinica Veterinaria, quello della sede di San Piero a 
Grado, e quello della sede di Pisa (Viale delle Piagge). 
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5.2 MATERIALI E METODI 
5.2.1 MATERIALI 
Per eseguire gli esami del profilo coagulativo PT, aPTT e Fibrinogeno, 
sono stati utilizzati coagulometri semiautomatici forniti dalla ditta 
Seac® (Radim®): Clot 2S, per le analisi eseguite nel laboratorio di Pisa, 
e il Clot 2 per le analisi eseguite nel laboratorio di San Piero a Grado; e 
reagenti forniti dalla ditta Seac® Spinreact®, utilizzabili con metodi 
foto-ottici. 
 
Fig 5.1 e 5.2: A sinistra il coagulometro Clot 2 della ditta SEAC®; a destra il 
coagulometro Clot 2S della ditta SEAC®. 
  
        
 
 
Entrambi utilizzano un principio di lettura fotometrico e si compongono 
delle seguenti parti: 
- Cella di lettura: comprende il fotorivelatore, il fotoemettitore e la 
provetta, inserita dall’operatore e contenente il campione da analizzare. 
- Agitatore a trascinamento magnetico: comprende il motore, il magnete 
e l’ancorina, che posta nella provetta, viene mossa per trascinamento 
magnetico. 
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- Elaboratore: elabora tutti i dati e ne permette la visualizzazione su un 
display e su carta, tramite una stampante incorporata nello strumento. 
 
Fig 5.3: Provetta utilizzata per i coagulometri del Dipartimento di Clinica 
Veterinaria. Sul fondo della provetta è visibile l’ancorina metallica. 
 
 
 
 
 
 
 
Il principio di lettura fotometrico consiste nel fatto che il fotorivelatore 
riceve la luce dal fotoemettitore, attraverso la provetta contenente il 
campione. Quando si inserisce un reagente che da il via alla reazione, 
avviene una brusca variazione della luce misurata dal fotorivelatore. 
Questa variazione fa sì che l’elaboratore inizi il conteggio del tempo e 
alimenti il motore, che tramite il magnete fa girare l’ancorina all’interno 
della provetta, al fine di omogeneizzarne il contenuto. Quando si verifica 
la coagulazione, il fotorivelatore rileva un’altra brusca variazione della 
luce, determinando l’interruzione del conteggio del tempo da parte 
dell’elaboratore.[30]; [31] 
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Fig 5.4: Schema di funzionamento valido per i coagulometri Clot 2 e Clot 2S della 
ditta SEAC®. 
 
 
 
 
Le provette utilizzate per la raccolta dei campioni di sangue sono le 
stesse per entrambe le sedi e contengono l’anticoagulante Citrato di 
Sodio al 3,8%. Il campione utile per l’esecuzione dei test d’interesse è il 
plasma citrato. 
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I reagenti utilizzati sono i medesimi per entrambi i laboratori. Il reagente 
utilizzato per il test PT è composto da tromboplastina liofilizzata, 
estratto disidratato di cervello di coniglio e cloruro di Calcio. [32]  
I reagenti utilizzati per il test aPTT sono due: R1, attivatore, composto 
da Acido Ellagico, tamponi e conservanti; R2, innescante, costituito da 
cloruro di Calcio 0,02M. [33] 
 I reagenti utilizzati per il test di determinazione del Fibrinogeno sono 
tre: R1, Trombina bovina; R2, soluzione di caolino; R3, Tampone 
Imidazolo. Tutti i reagenti utilizzati per l’esecuzione dei test devono 
essere conservati a temperatura compresa tra 2°C e 8 °C, a riparo dalla 
luce. [32]; [33]; [34] 
 
5.2.2 METODI 
Metodiche per l’esecuzione dei test di laboratorio 
Il plasma citrato da utilizzare è ottenuto per separazione dalla parte 
corpuscolata del sangue campione, che nei laboratori del Dipartimento di 
Clinica Veterinaria è stata ottenuta tramite centrifugazione a 4000 rpm 
per 5 minuti. 
La metodica di esecuzione del test PT prevede: 
- Riscaldamento a 37°C del reagente e del plasma campione. 
- Inserimento di 200 µL di reagente nella cuvetta contenente l’ancorina 
metallica e posta nell’apposito spazio del macchinario. 
- Selezione, sul display dello strumento, del programma specifico per il 
test. 
- Incubazione per 5 minuti a 37°C. 
- Inserimento nella cuvetta di 100 µL di plasma citrato campione. 
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La reazione, e quindi il conteggio del tempo, parte al momento 
dell’inserimento del plasma, e si ferma da sola con la formazione del 
coagulo.[30]; [31]; [32] 
La metodica di esecuzione del test aPTT prevede: 
- Riscaldamento dei reagenti e del campione a 37°C. 
- Inserimento di 100 µL di plasma citrato campione e di 100 µL di 
reagente R1 nella cuvetta contenente l’ancorina metallica e posta 
nell’apposito spazio del macchinario. 
- Selezione, sul display dello strumento, del programma specifico per il 
test. 
- Incubazione per 3 minuti a 37°C. 
- Inserimento nella cuvetta di 100 µL di reattivo R2. 
Anche in questo caso la reazione e il conteggio del tempo si avviano al 
momento dell’inserimento del secondo reagente, e si fermano da soli con 
la formazione del coagulo. [30]; [31]; [33] 
L’esecuzione del test Fibrinogeno prevede: 
- Diluizione del reagente R1 con 2,0 mL di acqua distillata e aggiunta 
del reagente R2 a questa diluizione. 
- Diluizione 1/10 del plasma campione con Tampone Imidazolo (R3), in 
misura di 100 µL di plasma con 900 µL di Tampone. 
- Preriscaldamento di entrambe le diluizioni a 37°C per 4 minuti. 
- Inserimento di 200 µL di diluizione di plasma nella cuvetta contenente 
l’ancorina metallica e posta nell’apposito spazio del macchinario. 
- Selezione, sul display dello strumento, del programma specifico per il 
test. 
- Inserimento nella cuvetta di 100 µL di diluizione dei reagenti. 
Come per gli altri test, la reazione e il conteggio del tempo iniziano con 
l’inserimento dei reagenti e si fermano con la formazione del coagulo di 
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fibrina. In questo caso, il risultato espresso in secondi, viene 
automaticamente convertito in mg/dL dal coagulometro secondo una 
tabella di conversione fornita dalla ditta. 
 
Metodi per la selezione delle popolazioni 
Come detto in precedenza, per eseguire il presente studio, sono stati 
presi in considerazione i profili coagulativi eseguiti sui cani, dai 
laboratori del Dipartimento di Clinica Veterinaria, negli anni 2008 e 
2009. E’ stato quindi utilizzato il metodo “a posteriori” o “post hoc”, 
secondo il quale sono stati presi in considerazione una serie di casi 
clinici, selezionati sulla base di criteri ben definiti, a partire dai dati 
presenti sul database del dipartimento di Clinica Veterinaria. [35]  
La prima operazione eseguita su questo gruppo di dati, è stata di 
eliminare i soggetti con valori evidentemente anormali, chiamati anche 
outliers, per esempio quelli con fibrinogeno 999 mg/dL, con valori di 
riferimento utilizzati in quel momento compresi tra 100 e 400 mg/dL. 
Per eseguire lo studio in modo corretto, è necessario che il campione di 
riferimento sia costituito da un gruppo di soggetti sani. L’OMS 
(Organizzazione Mondiale della Sanità) definisce la salute come 
“completo benessere fisico, psichico e sociale, non solo assenza di 
malattia”, ma questa definizione risulta inapplicabile in questo ambito, 
in quanto è impossibile stabilire dei criteri oggettivi per la 
caratterizzazione del totale benessere fisico, psichico e sociale nel cane. 
Si è deciso, quindi, di considerare i seguenti criteri, per la selezione dei 
soggetti: 
- Età adulta, compresa tra i 2 e i 9 anni. 
- Assenza di sintomi evidenti di malattia, sia nell’anamnesi prossima che 
all’esame fisico. 
 86 
- Emogramma nella norma. 
- Profilo biochimico nella norma. 
- Esame completo delle urine nella norma. 
Il primo criterio è stato scelto per eliminare eventuali alterazioni dei 
parametri dovuti all’età giovanile o geriatrica, mentre gli altri rientrano 
nel tentativo di stabilire oggettivamente lo stato di salute dei pazienti, 
prendendo in considerazione la corretta funzionalità dei principali 
distretti e apparati dell’organismo. 
I gruppi ottenuti dalla selezione costituiscono, quindi, le popolazioni di 
riferimento, dove per popolazione di riferimento si intende l’insieme di 
tutti i possibili individui di riferimento. Un individuo di riferimento è 
definito come un soggetto selezionato per il test, sulla base di criteri ben 
definiti. [35] 
 
Metodi per l’analisi statistica 
In seguito a questa selezione è stato eseguito uno studio statistico per 
verificare se i risultati delle analisi eseguite nei due laboratori del 
dipartimento, potessero essere considerati come appartenenti a 
popolazioni simili. 
Come già spiegato, i due laboratori utilizzavano, lo stesso tipo di 
reagenti, le stesse metodiche, ma due modelli di coagulometri diversi, se 
pur prodotti dalla stessa ditta e aventi lo stesso principio di 
funzionamento. 
Per eseguire questa indagine statistica è stato utilizzato il programma per 
PC STATGRAPHICS Plus®. E’ stata prima eseguita un’analisi delle 
distribuzioni, per ogni parametro, sia per il gruppo di San Piero a Grado 
che per quello di Pisa, valutando se si trattava di distribuzioni normali o 
meno, al fine di stabilire quali metodi statistici era meglio utilizzare per 
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la determinazione degli intervalli di riferimento e per confrontare le 
diverse serie di dati. Per stabilire il tipo di distribuzione ci si è basati 
soprattutto su due parametri, la Standard Skewness e la Standard 
Kurtosis. La prima è un indice dell’asimmetria della distribuzione, 
rispetto al valore medio, la seconda è un indice dell’allontanamento dalla 
normalità distributiva, rispetto alla quale si verifica un maggiore 
appiattimento (distribuzione platicurtica) o un maggiore allungamento 
(distribuzione leptocurtica). Si parla di “distribuzione normale” o 
“Gaussiana” quando entrambi i parametri rientrano in un range compreso 
tra -2 e +2. [36]. 
Per le popolazioni che sono risultate essere appartenenti a distribuzioni 
normali, è possibile, a questo punto, stabilire gli intervalli di riferimento. 
Questi intervalli vengono, per convenzione, fissati in modo che 
comprendano il 95% centrale della popolazione. Questo fatto implica la 
possibilità che il 5% dei soggetti sani, potrebbero avere valori inferiori o 
superiori all’intervallo di riferimento. Più precisamente il 2,5% dei 
soggetti sani potrebbe avere valori inferiori al limite minimo 
dell’intervallo di riferimento, e il 2,5% dei soggetti sani potrebbe avere 
valori superiori al limite massimo dell’intervallo di riferimento. 
Statisticamente i limiti dell’intervallo di riferimento si possono ottenere 
aggiungendo e sottraendo due deviazioni standard dal valore medio dei 
dati in questione, o calcolando certi predefiniti percentili. [36]; [38] 
Quest’ultimo metodo è riportato anche dal National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), e i percentili da utilizzare sono 
il 2,5° e il 97,5° per comprendere nell’intervallo di riferimento il 95% 
della popolazione. Il 2,5° percentile è infatti il dato che delimita, in una 
serie ordinata, il primo 2,5 % dei dati; e così il 97,5° percentile delimita 
il primo 97,5 % dei dati. [38] 
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Fig 5.5: Esempio di distribuzione normale, indicate sia le deviazioni standard, sia i 
percentili. 
 
 
 
 
Per i dati con distribuzione normale si è deciso, dunque, di impiegare il 
test di Fisher, che mette a confronto le deviazioni standard di due 
campioni e può essere utilizzato anche su campioni di numerosità 
diversa, come in questo caso. Il Risultato del test indica la probabilità 
che le deviazioni standard delle serie di dati messe a confronto siano 
significativamente differenti. Se la probabilità p è inferiore o uguale a un 
livello di confidenza prefissato, la differenza tra le deviazioni standard è 
statisticamente significativa e quindi le popolazioni messe a confronto 
sono dissimili, altrimenti le due serie di dati si possono considerare 
come campioni di una stessa popolazione, o come popolazioni 
assimilabili tra loro. [36]; [37] 
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I livelli di confidenza più utilizzati negli studi statistici sono 0,05 (o 
5%) e 0,01 (o 1%). Solitamente il livello di confidenza dello 0,01 si 
prende in considerazione quando si dispone di quantità di dati molto 
grandi. [35]; [36] 
In questo caso si è deciso di utilizzare il livello di confidenza  0,05 (o 
5%), che significa che se l’ipotesi zero (cioè che le due serie di dati 
abbiano la stessa deviazione standard) è confermata, c’è il 95% di 
probabilità che le due popolazioni siano assimilabili. 
 
Controlli di qualità 
Come già detto nel paragrafo 4.3, i controlli di qualità all’interno dei 
laboratori medici, sono stati introdotti in tempi piuttosto recenti, e le 
metodiche di applicazione di questi controlli sono in continua 
evoluzione. 
Per quanto riguarda i laboratori in esame, è possibile evidenziare alcuni 
punti critici sia in fase pre- analitica che in fase analitica. 
Nella fase pre-analitica i punti critici sono soprattutto il turnaround time, 
ovvero il tempo trascorso tra la richiesta di un test e la sua registrazione, 
gli errori di trascrizione, in quanto l’inserimento dei risultati nel 
database avviene manualmente e potenzialmente altri fattori legati 
all’errore umano, come l’identificazione dei pazienti e la registrazione in 
laboratorio, anche queste operazioni eseguite manualmente. Sono, 
invece, ridotte al minimo le alterazioni dovute al trasporto dei campioni, 
a causa dell’estrema vicinanza tra ambulatori e laboratori. 
Per quanto riguarda la fase analitica, è stato applicato periodicamente un 
controllo di qualità interno ai laboratori, con l’ausilio dei materiali di 
controllo, tramite analisi statistica; e per quanto riguarda il Fibrinogeno 
veniva eseguita la curva di calibrazione del macchinario, al momento del 
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cambio del lotti dei reagenti, in quanto ogni lotto è dotato di una tabella 
specifica di conversione da secondi a mg/dL. 
E’ necessario, inoltre, evidenziare che al momento dell’esecuzione dei 
test non esisteva ancora una procedura operativa standard (POS), nei 
laboratori del Dipartimento di Clinica Veterinaria. Questo tipo di 
documentazione consiste nella descrizione dettagliata dei singoli 
passaggi che l’operatore deve eseguire per una corretta esecuzione di un 
test, a partire dal campionamento fino alla registrazione dei risultati. La 
redazione di questo tipo di documento è, infatti, attualmente in 
elaborazione per il laboratorio di Biochimica ed Ematologia Clinica 
Veterinaria attivo dal 2010. 
Da quanto detto sopra, consegue l’effettiva presenza di una carenza di 
controllo delle variabili in fase pre-analitica ed in fase analitica. 
 
5.3 RISULTATI 
5.3.1 SELEZIONE DEI SOGGETTI 
Come spiegato nel paragrafo precedente, le popolazioni di riferimento 
per i due laboratori sono state selezionate in base ai criteri elencati. Al 
termine di questa selezione, la popolazione del laboratorio di San Piero a 
Grado è costituita da 124 soggetti, di cui 61 sono femmine intere, 55 
maschi interi, 6 femmine castrate e 2 maschi castrati, mentre quella 
relativa al laboratorio di Pisa è composta da 55 soggetti, di cui 16 
femmine intere, 36 maschi interi e 3 femmine castrate. Dal punto di vista 
delle razze, le popolazioni sono molto eterogenee con prevalenza di 
Meticci in entrambe (rispettivamente 37 e 12 soggetti). Le altre razze 
maggiormente rappresentate sono: Pastore Tedesco (14 soggetti), Boxer 
(9 soggetti) e Labrador Retriever (8 soggetti) per il gruppo di San Piero 
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a Grado; Rottweiler (7 soggetti), Pastore Tedesco (4 Soggetti) e Golden 
Retriever (4 soggetti) per il gruppo di Pisa. 
 
5.3.2 STUDIO DELLE DISTRIBUZIONI DI FREQUENZA 
Per il Fibrinogeno sono risultate S. Kurtosis -0,83 e S. Skewness -0,08 
per la popolazione riferita al laboratorio della sede di Pisa; S. Kurtosis -
0,74 e S. Skewness -0,49 per la popolazione riferita al laboratorio della 
sede di San Piero a Grado. Questi risultati indicano che, per entrambe le 
popolazioni, i dati relativi al Fibrinogeno sono distribuiti secondo la 
curva Gaussiana. 
 
 
Fig 5.6: Distribuzioni di frequenza del fibrinogeno, per il laboratorio di Pisa in alto, 
e per il laboratorio di San Piero a Grado in basso. 
 
Per l’aPTT sono risultate S. Kurtosis 0,47 e S. Skewness 0,06 per la 
popolazione riferita al laboratorio della sede di Pisa; S. Kurtosis -0,07 e 
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S. Skewness 1,05 per la popolazione riferita al laboratorio della sede di 
San Piero a Grado. Anche in questo caso i risultati indicano una 
distribuzione normale dei dati per entrambi i gruppi. 
 
 
 
Fig 5.7: Distribuzioni di frequenza dell’aPTT, per il laboratorio di Pisa in alto, e per 
il laboratorio do San Piero a Grado in basso. 
 
 
 
 
 
 
 
Per il PT è risultato S. Kurtosis -1,69 e S. Skewness 0,076 per la 
popolazione riferita alla sede di Pisa; S. Kurtosis -1,65 3 S. Skewness -
1,28 per la popolazione riferita alla sede di San Piero a grado. Questi 
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risultati indicano che, per il parametro in questione, entrambe le 
popolazioni sono distribuite in modo normale. 
 
 
 
Fig 5.8: Distribuzioni di frequenza del PT, per il laboratorio di Pisa in alto, e per il 
laboratorio di San Piero a Grado in basso. 
 
 
 
 
 
I risultati di questa prima indagine statistica sono riassunti in Tabella 5.1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PT Pisa 
4,7 5,7 6,7 7,7 8,7 9,7 10,7 
PT San Piero 
33 
13 
7 
27 
47 
Numerosità 
campioni 
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Tabella 5.1: Standard Kurtosis, Standard Skewness e tipo di distribuzione per le 
popolazioni di Pisa e di San Piero a Grado, per i tre parametri trattati. 
 
 
 
 
 
5.3.3 DETERMINAZIONE DEGLI INTERVALLI DI RIFERIMENTO 
In questo studio si è preferito utilizzare il metodo dei percentili per 
l’individuazione degli intervalli di riferimento. Per i dati concernenti il 
Fibrinogeno per il laboratorio di Pisa, il 2,5° percentile risulta essere 
100,0 e il 97,5° risulta essere 447,0. Ne consegue che l’intervallo di 
riferimento per questo parametro è compreso tra 100 e 447 mg/dL. 
Per i dati concernenti il Fibrinogeno per il laboratorio di San Piero a 
Grado, il percentile 2,5° è 88,0 e il 97,5° percentile è 430. L’intervallo di 
riferimento risulta quindi essere compreso tra 88 e 430 mg/dL. 
 
 
 
 
 
 
 
Fibrinogeno aPTT PT  
Pisa S. Piero Pisa S. Piero Pisa S.Piero 
Kurtosis -0,83 -0,74 0,47 -0,07 -1,69 -1,65 
Skewness -0,08 -0,49 0,06 1,05 0,076 -1,28 
Distribuzione norm norm norm norm norm norm 
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Tabella 5.2: Percentili ricavati per il Fibrinogeno, per le popolazioni di Pisa e di 
San Piero a Grado. In grassetto i percentili utilizzati in questo studio. 
 
 
 
Percentili 
Valori 
Fibrinogeno di 
Pisa (mg/dL) 
Valori 
Fibrinogeno di 
S. Piero 
(mg/dL) 
2,5% 100,0 88,0 
5,0% 122,0 122,0 
10,0% 163,4 131,0 
25,0% 214,6 210,0 
50,0% 273,4 280,0 
75,0% 356,0 361,0 
90,0% 403,9 420,0 
95,0% 427,0 430,0 
97,5% 447,0 430,0 
 
 
 
 
Per i dati relativi all’aPTT riguardanti il laboratorio di Pisa, il 2,5° 
percentile è 9,4 e il 97,5° percentile è 18,8. Pertanto l’intervallo di 
riferimento è compreso tra 9,4 e 18,8 secondi. 
Per i dati relativi all’aPTT riguardanti il laboratorio di San Piero a 
Grado, i valori limite dell’intervallo di riferimento, risultano essere 10,3 
e 19,1 secondi. 
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Tabella 5.3: Percentili ricavati per l’aPTT, per le popolazioni di Pisa e di San Piero 
a Grado. In grassetto i percentili utilizzati. 
 
 
Percentili Valori aPTT di 
Pisa (sec.) 
Valori aPTT di 
S. Piero (sec.) 
2,5% 9,4 10,3 
5,0% 9,7 10,8 
10,0% 11,8 11,5 
25,0% 12,7 12,9 
50,0% 13,75 14,3 
75,0% 15,2 15,6 
90,0% 16,5 17,3 
95,0% 17,5 18,0 
97,5% 18,8 19,1 
 
 
 
 
Per i dati del PT relativi al laboratorio di Pisa, l’intervallo di riferimento 
è compreso tra 5,5 e 8,6 secondi. 
Per i dati riguardanti il PT relativi al laboratorio di San Piero a grado, 
l’intervallo di riferimento è compreso tra i valori 5,8 e 8,4 secondi. 
 
 
 
 
 
 
 
 97 
Tabella 5.4: Percentili ricavati per il PT, per le popolazioni di Pisa e di San Piero a 
Grado. In grassetto i percentili utilizzati. 
 
Percentili Valori PT di 
Pisa (sec.) 
 Valori PT di 
S. Piero (sec.) 
2,5% 5,5 5,8 
5,0% 5,7 6,1 
10,0% 5,9 6,4 
25,0% 6,2 6,8 
50,0% 7,0 7,35 
75,0% 7,9 8,0 
90,0% 8,4 8,3 
95,0% 8,5 8,3 
97,5% 8,6 8,4 
 
 
I dati ottenuti da questa seconda fase dell’indagine statistica sono 
riassunti in Tabella 5.5. 
 
Tabella 5.5:  Intervalli di riferimento ottenuti dalle popolazioni dei due laboratori, e 
intervalli di riferimento già esistenti. 
 
 
Fibrinogeno aPTT PT  
Pisa S. Piero Pisa S. Piero Pisa S. Piero 
Int. rif. 
trovati 
100-447 
mg/dL 
88-430 
mg/dL 
9,4-18,8 
sec 
10,3-
19,1 sec 
5,5-8,6 
sec 
5,8-8,4 
sec 
Int. rif. 
in uso 
100-400 mg/dL 9-20 sec 5,2-7,6 sec 
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5.3.4 CONFRONTO DELLE POPOLAZIONI 
Considerando che tutte le popolazioni sono distribuite in modo normale, 
come si può estrapolare anche dalla Tabella 5.1, è stato utilizzato il test 
di Fisher, per stabilire se esistesse una differenza significativa tra le 
popolazioni di Pisa e quelle di San Piero. La probabilità associata al test 
di Fisher applicato ai due gruppi è il seguente: Fibrinogeno p = 0,74, 
aPTT p = 0,89. Entrambe sono molto al di sopra del valore soglia 
prefissato p = 0,05 e ne consegue che per questi parametri i valori 
appartenenti alle popolazioni di Pisa e di San Piero a Grado non 
differiscono in modo statisticamente significativo e possono essere 
considerate simili. 
Per i dati del PT, il valore di p associato al test di Fisher è p = 0,014, 
valore inferiore a quello soglia prestabilito p = 0,05. Ne consegue che in 
questo caso, la differenza tra i dati appartenenti alle popolazioni di Pisa 
e di San Piero a Grado è statisticamente significativa, quindi le due 
popolazioni non possono essere considerate simili. 
 
5.4 DISCUSSIONE 
Gli obiettivi di questo lavoro consistevano nel determinare nuovi 
intervalli di riferimento per i test PT, aPTT e Fibrinogeno, per i 
laboratori del Dipartimento di Clinica Veterinaria attivi fino al 2009, al 
fine di poterli confrontare con quelli già in uso nei suddetti laboratori, ed 
utilizzati anche per il laboratorio unico del Dipartimento, attivo dal 
2010.  
I due laboratori in esame utilizzavano le stesse metodiche d'esecuzione 
dei test, gli stessi reagenti e due diversi modelli di coagulometro, 
prodotti dalla stessa ditta e con il medesimo principio di funzionamento. 
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Per poter determinare dei nuovi intervalli di riferimento, si è reso 
necessario selezionare una popolazione di soggetti sani, per ogni 
laboratorio, su cui fosse stato eseguito il profilo coagulativo. La 
selezione è stata messa in atto, a partire dai dati presenti sul database del 
Dipartimento di Clinica Veterinaria, considerando i profili coagulativi 
eseguiti nel corso degli anni 2008 e 2009 al fine di avere un numero 
sufficientemente ampio di dati da analizzare. Da questi dati sono stati 
eliminati quelli appartenenti a specie diverse da quella canina, in quanto 
costituivano gruppi con numerosità troppo esigua per poter produrre 
risultati significativi. Successivamente sono stati eliminati i soggetti con 
valori evidentemente outliers. Sui gruppi residui, è stata attuata 
un’attenta valutazione delle cartelle cliniche, al fine di scegliere i cani 
che non presentavano segni di malattia al momento dell’esecuzione dei 
test, sulla base dei criteri descritti nel paragrafo 5.2.2. Gli intervalli di 
riferimento sono stati determinati tramite un’accurata analisi dei dati. 
Osservando la Tabella 5.5 risulta evidente come gli intervalli di 
riferimento definiti a partire dalle popolazioni selezionate nel presente 
studio siano piuttosto diversi da quelli già in uso nei laboratori. 
In particolare risultano più ampi quelli del Fibrinogeno, più ristretti 
quelli dell’aPTT, e spostati verso valori più alti quelli del PT, per 
entrambi i laboratori. 
Per quanto concerne il Fibrinogeno, la stima dei nuovi intervalli di 
riferimento è 100-447 mg/dL per il laboratorio di Pisa, 88-430 mg/dL 
per il laboratorio di San Piero a Grado, a fronte dell’intervallo in uso di 
100-400 mg/dL. Si ottiene, quindi, un ampliamento di un intervallo di 
riferimento, già piuttosto ampio, che indica la possibilità di avere 
soggetti falsi positivi per questo test. D’altra parte, la determinazione del 
fibrinogeno non è una prova molto specifica per le coagulopatie, in 
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quanto questo analita può essere soggetto ad alterazioni, sia per 
innalzamento che per diminuzione, dovute ad una serie di patologie non 
necessariamente correlate con problemi coagulativi. Tali patologie 
potrebbero non essere state rilevate dallo studio eseguito sulle cartelle 
cliniche dei pazienti, se pur indagate accuratamente. 
E’ interessante, inoltre, la presenza di una differenza tra gli intervalli di 
riferimento stabiliti per i due laboratori in esame. 
Per quanto riguarda l’aPTT, i dati ottenuti sono interessanti. Gli 
intervalli trovati risultano essere, infatti, più ristretti dal limite inferiore, 
da 9 secondi dell’intervallo in uso a 9,4 secondi per il laboratorio di Pisa 
e 10,3 secondi per il laboratorio di San Piero a Grado e, soprattutto, dal 
limite superiore, da 20 secondi dell’intervallo in uso a 18,8 secondi per 
il laboratorio di Pisa, e 19,1 secondi per il laboratorio di San Piero a 
Grado. Quest’ultima differenza ha una rilevanza clinica maggiore, in 
quanto le principali coagulopatie, sia ereditarie che acquisite, possono 
determinare un allungamento del Tempo di Tromboplastina Parziale 
attivata, ma non un accorciamento. La presenza di tale differenza 
potrebbe, quindi, condizionare la capacità del Medico Veterinario di 
distinguere gli animali sani da quelli potenzialmente affetti da un 
disturbo coagulativo. In particolare si potrebbero considerare sani 
animali che invece avrebbero un allungamento dell’aPTT, ovvero si 
potrebbero riscontrare falsi negativi. E’ interessante, inoltre, osservare 
che gli intervalli di riferimento stabiliti, sono diversi anche tra i due 
laboratori per lo stesso parametro, nonostante la similitudine tra le 
tecniche utilizzate.  
Anche per quanto riguarda i dati relativi al PT, gli intervalli di 
riferimento trovati, si sovrappongono solo parzialmente a quello in uso, 
ma in questo caso, il limite superiore è maggiore di quello dell’intervallo 
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già esistente. I nuovi intervalli, infatti, sono 5,5-8,6 secondi per il 
laboratorio di Pisa, e 5,8-8,4 secondi per il laboratorio di San Piero a 
Grado, rispetto a 5,2-7,6 secondi dell’intervallo in uso. Per questo 
parametro, dunque, utilizzando l’intervallo di riferimento preesistente, il 
rischio è di avere un eccessivo numero di pazienti falsi positivi. Anche 
per questo parametro, inoltre, esiste una differenza tra l’intervallo 
trovato per il laboratorio di Pisa, e quello trovato per il laboratorio di 
San Piero a Grado. 
Da quanto detto sopra, si può concludere che le differenze riscontrate tra 
i valori di riferimento in uso, e quelli rilevati a partire dalle popolazioni 
selezionate, indicano una reale possibilità di errore nell’interpretazione 
dei risultati dei test, e questo dato risulta maggiormente importante 
considerato che gli stessi intervalli sono tuttora utilizzati nel laboratorio 
attivo dal 2010. Questo si potrebbe potenzialmente riflettere sia sulla 
diagnosi clinica di coagulopatia e sulla relativa terapia, sia su decisioni 
in merito all’esecuzione di interventi chirurgici, nelle quali i risultati 
preoperatori del profilo coagulativo sono di fondamentale importanza. 
Le differenze tra i valori trovati per i due laboratori, inoltre, sono un 
ulteriore segnale dell’importanza di stabilire intervalli di riferimento 
specifici  per i singoli laboratori. In questo caso, infatti, le similitudini 
tra i due laboratori sono molte, sia per gli strumenti utilizzati sia per le 
metodiche, ma in definitiva gli intervalli di riferimento sono diversi 
anche se lievemente. 
Come detto nel paragrafo “risultati”, in seguito all’applicazione del test 
di Fisher alle popolazioni di San Piero a Grado e quelle di Pisa, per ogni 
parametro, è risultata una differenza statisticamente significativa solo 
per quanto riguarda il PT. Questo test, risulta essere, infatti, il più 
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sensibile tra quelli indagati, ma anche il più soggetto a variazioni anche 
a causa della ristrettezza dell’intervallo di riferimento. 
Alla luce dei dati ottenuti, è possibile concludere che, ai fini di una 
corretta interpretazione dei risultati dei test, è corretto che ogni 
laboratorio stabilisca intervalli di riferimento propri, anche se gli 
strumenti sono spesso accompagnati da intervalli di riferimento 
prestabiliti dal costruttore. Inoltre tali intervalli dovrebbero essere 
monitorati, ed eventualmente corretti, con scadenze precise, nell’ambito 
di un piano di controllo di qualità interno al laboratorio. Il piano di 
controllo di qualità, oltre al monitoraggio degli intervalli di riferimento, 
dovrebbe comprendere il monitoraggio delle metodiche di esecuzione dei 
test, e quindi della fase analitica, ma anche della fase pre-analitica. 
Questo controllo può essere attuato, in parte, con la redazione e la 
rigorosa osservanza da parte di tutto il personale, di Procedure Operative 
Standard, riducendo al minimo, in questo modo, le fonti di errore dovute 
all’intervento umano. 
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